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Helicobacter pylori ist ein mikroaerophiles, gram-negatives Bakterium, das den 
menschlichen Magen besiedelt und einen bedeutenden Risikofaktor für die Entwicklung 
eines Magenkarzinoms darstellt. Maßgeblich für die Schwere des Verlaufs einer 
H. pylori-Infektion ist unter anderem das Vorhandensein der cag-Pathogenitätsinsel im 
Genom des infizierenden H. pylori-Stammes. Diese befähigt das Bakterium zur 
Produktion des Onkoproteins CagA und eines Typ IV-Sekretionssystems (T4SS), durch 
dessen Pilus das CagA-Protein in die Wirtszelle transloziert wird. 
Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit sind die Lokalisation der Proteine 
CagH und CagL sowie deren Interaktion mit CagI. Diese drei Proteine werden in einem 
gemeinsamen Operon auf der cag-Pathogenitätsinsel kodiert und sind für die 
Translokation des Effektorproteins CagA essentiell. Neue Forschungsergebnisse deuten 
darauf hin, dass CagL und CagI als Bauelemente direkt am Aufbau des Pilus beteiligt 
sind. CagH hingegen scheint eine Kontrollfunktion beim Zusammenbau einzunehmen. 
Bei der dieser Arbeit zugrunde liegenden experimentellen Forschung konnte nach 
Generierung von Doppelmutanten mit fusionierten Epitop-Tags an CagH und CagL 
mittels Immunfluoreszenz ein Protokoll zur Visualisierung beider Proteine auf der 
Bakterienoberfläche etabliert werden, wodurch Informationen über deren Lokalisation 
gewonnen werden konnten. Dabei stellte sich ein interessantes Verteilungsmuster von 
CagL dar, welches Hinweise auf ein in der bakteriellen Zellwand befindliches Gerüst 
geben könnte, das als Leitstruktur für die geordnete Expression des T4SS in H. pylori
dient. Beide Proteine werden zumindest teilweise auf der Bakterienoberfläche 
exponiert. Durch eine der tandem-affinity-purification ähnelnde Methode konnte gezeigt 
werden, dass CagH, CagI und CagL miteinander interagieren. Ein Nachweis dieser 
Interaktion schien jedoch abhängig von der Lokalisation in der Bakterienzelle zu sein. 
Komplexe der drei Proteine konnten ausschließlich in der löslichen Fraktion der 
Bakterienzelle nachgewiesen werden. Schlussendlich wurde untersucht, welchen 
Einfluss eine N-terminale Verkürzung von CagH auf dessen Lokalisation in H. pylori, 
seine Interaktion mit CagL, sowie auf die Fähigkeit der Bakterienzelle, das 
Effektorprotein CagA in die Wirtszelle zu translozieren, hat. Dabei zeigte sich, dass 
eine Deletion von 26 Aminosäuren in einer Aufhebung der CagA-Translokation 
XIV 
resultierte und das verkürzte Protein nicht mehr auf der Bakterienoberfläche exponiert 
wurde. Die Fähigkeit der Komplexbildung mit CagL blieb jedoch bestehen und erlosch 
erst bei Deletion von 52 Aminosäuren. Bei Betrachtung der erarbeiteten Ergebnisse, 
geben die hier vorgestellten Daten einen Einblick in die komplexen Rollen, welche die 
beiden Proteine CagH und CagL in der Bakterienzelle und bei der Genese des 
Typ IV-Sekretionsapparates spielen. Eine zukünftige Klärung der genauen Funktion 
sowie der Interaktionspartner der cag-Proteine birgt therapeutisches Potential zur 
Inhibition des Zusammenbaus des Sekretionsapparates und damit der mit einer 
H. pylori-Infektion assoziierten Erkrankungen. 
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1.1 Helicobacter pylori 
Helicobacter pylori ist ein mikroaerophiles, spiralförmiges, polar begeißeltes und sich 
hervorragend an seine Umgebung anpassendes gram-negatives Bakterium, das die 
oberflächliche Epithel- und Schleimschicht (Mukosa) des menschlichen Magens 
besiedelt (Amieva & Peek, 2016). Das Bakterium wurde in den frühen 1980er Jahren 
von den Pathologen bzw. Gastroenterologen Barry Marshall und Robin Warren 
entdeckt, wofür beide später den Nobelpreis erhielten (Marshall & Warren, 1984; 
Warren & Marshall, 1983). Es steht mittlerweile fest, dass die Assoziation des 
Pathogens mit seinem menschlichen Wirt bereits über 50.000 Jahre zurückreicht 
(Atherton & Blaser, 2009). Der genaue Übertragungsprozess ist noch nicht hinreichend 
geklärt, jedoch scheinen der fäkal-orale und oral-orale Übertragungsweg zwischen 
Menschen am wahrscheinlichsten zu sein. Es gibt jedoch auch dokumentierte Fälle bei 
welchen eine Übertragung durch infizierte Nutztiere und kontaminierte Wasser-
reservoirs vermutet wird (Breckan et al., 2016).  
Marshall und Warren beschrieben erstmals das Vorhandensein des Bakteriums in 
gastroskopisch gewonnenen Probebiopsien von Patienten, die mit chronischer Gastritis 
oder gastroduodenalem Ulkus diagnostiziert waren. Üblicherweise beginnt die 
Kolonisation bereits in der Kindheit oder frühen Jugend und persistiert bei fehlenden 
Eradikationsmaßnahmen Jahrzehnte bis ein Leben lang (Yamaoka & Graham, 2014).  
Um sich vor der schädigenden Einwirkung von Magensäure und Verdauungsenzymen 
zu schützen, entwickelte H. pylori diverse Schutzmechanismen. Das Bakterium besitzt 
verschiedene wichtige Enzyme, die ihm ein kurzzeitiges Überleben im Magenlumen bei 
einem pH-Wert von bis zu zwei ermöglichen. Einen Anteil von ungefähr 15 % an dem 
von H. pylori produzierten Gesamtprotein bildet das im Zytoplasma lokalisierte Enzym 
Urease, welches aus den beiden Untereinheiten UreA und UreB aufgebaut ist. Sobald 
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sich das Bakterium in einem Umgebungsmedium mit einem pH-Wert niedriger als 6,5 
befindet, öffnet sich in der zytoplasmatischen Membran ein Kanal, der den Einstrom 
von wirtseigenem Harnstoff ermöglicht. Dieser wird daraufhin durch das Enzym Urease 
zu Ammoniak und Kohlenstoffdioxid hydrolysiert, wodurch einströmende H+-Ionen 
gepuffert werden, der pH-Wert konstant bleibt und somit das Membranpotential 
aufrecht erhalten werden kann (Weeks et al., 2000). Ein weiteres wichtiges Enzym ist 
die im Periplasma lokalisierte Į-Carboanhydrase. Sie katalysiert die Umwandlung von 
Bikarbonat und Protonen zu Kohlenstoffdioxid. H+-Ionen, die bei der Reaktion von 
Urease durch Dissoziation des frei werdenden Kohlenstoffdioxids entstehen, werden 
dadurch wieder abgepuffert (Smith & Ferry, 2000; Weeks et al., 2000). Um die 
gastrische Mukosa erfolgreich zu kolonisieren, muss H. pylori nicht nur dem sauren 
pH-Wert des Magenlumens, sondern auch der mechanischen Magenentleerung durch 
Peristaltik widerstehen. Chemotaktische Orientierung und eine starke Motilität durch 
Flagellenbewegung sind essentielle Faktoren, um ein Abdriften in das Magenlumen zu 
verhindern. Infolge der Sekretion von Bicarbonat-Ionen durch die Zellen der 
Magenschleimhaut entsteht ein pH-Gradient, den H. pylori zur Orientierung nutzt. Es 
wurde außerdem nachgewiesen, dass auch der durch die Epithelzellen produzierte 
Harnstoff von H. pylori wahrgenommen werden kann und dass dieser ebenfalls 
chemotaktisch wirksam ist (Huang et al., 2015; Yoshiyama & Nakazawa, 2000). Durch 
die Urease-bedingte Produktion von Ammoniak ist H. pylori weiterhin in der Lage, die 
Viskoelastizität der Schleimschicht zu reduzieren und dadurch seine eigene 
Beweglichkeit zu erhöhen (Celli et al., 2009) . 
Der Großteil der Infektionen mit H. pylori bewirkt zwar eine lokale Entzündung der 
gastrischen Mukosa (Gastritis), verläuft aber klinisch vollständig asymptomatisch. In 
10-15 % der Fälle kommt es jedoch zur Etablierung eines gastroduodenalen Ulkus, 
einer symptomatischen Gastritis oder eines Magenkarzinoms. Der Ort der Kolonisation 
scheint hierbei ein ausschlaggebender Faktor für den weiteren Krankheitsverlauf zu 
sein. Eine sich überwiegend im Antrum manifestierende Gastritis ist vornehmlich mit 
der Entwicklung eines duodenalen Ulkus assoziiert. Im Gegensatz dazu deutet eine sich 
im Korpus manifestierende Gastritis auf ein höheres Risiko für die Entwicklung eines 
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Magenulkus und eines Magenkarzinoms hin (Atherton, 2006; Ubukata et al., 2011). 
Wirtsfaktoren, die das Risiko für die Entwicklung eines Magenkarzinoms signifikant 
erhöhen, sind unter anderem das Patientenalter und Patientengeschlecht. Eine bereits in 
jungen Jahren erworbene H. pylori Infektion und das männliche Geschlecht wirken sich 
verstärkend auf die Entwicklung eines Magenkarzinoms aus (Blaser et al., 2007; Chen 
et al., 2016). In epidemiologischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass auch 
Ernährung und Alkoholkonsum das Risiko beeinflussen, an einem Magenkarzinom oder 
gastroduodenalen Ulkus zu erkranken. Somit erhöht eine salzreiche und rohkostarme 
Ernährung das Risiko ein Magenkarzinom zu entwickeln um 12 %, regelmäßiger 
Alkoholkonsum um 5 %. Eine obstreiche Diät hingegen senkte das Risiko um 5 % 
(Fang et al., 2015). Bei Experimenten an mit H. pylori infizierten Wüstenrennmäusen 
konnte nachgewiesen werden, dass eine salzreiche Diät zu einer stärker ausgeprägten 
Gastritis sowie zur Generierung oxidativen Stresses führt. Es wurde vermutet, dass 
dieses Milieu die Selektion hin zu pathogenen H. pylori-Stämmen begünstigt (Loh et 
al., 2015). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Zigarettenkonsum das Risiko 
signifikant erhöht auch außerhalb des Respirationstrakts an diversen Karzinomen zu 
erkranken (Ordonez-Mena et al., 2016). In der Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes 
bewirken die durch den Zigarettenrauch freigesetzten Toxine und Karzinogene eine 
verringerte Durchblutung, dämpfen die körpereigene Immunabwehr, erhöhen die 
Säuresekretion und verringern die Zellumsatzrate (Li et al., 2014). In Studien konnte 
gezeigt werden, dass Raucher öfter von einer Infektion mit H. pylori betroffen sind, der 
Krankheitsverlauf schwerwiegender ist, es häufiger zur Entstehung eines 
gastroduodenalen Ulkus kommt und der Heilungsverlauf komplizierter ist 
(Malfertheiner et al., 2017). Aber auch eine angeborene erhöhte Aktivität des 
Immunsystems, verursacht durch Gen-Polymorphismen, die zu einer verstärkten 
Expression von TLRs sowie einer gesteigerten Ausschüttung u. a. von IL-1ȕ, TNFĮ 
oder IL-10 führen, kann die Entwicklung von Dysplasien begünstigen (El-Omar et al., 
2008). 
Abgesehen von den Wirtsfaktoren hängt der Verlauf einer Infektion auch stark von dem 
infizierenden H. pylori-Stamm, insbesondere von dessen Virulenzfaktoren, ab. 
Einleitung 
 4 
1.2 Virulenzfaktoren von Helicobacter pylori
Helicobacter pylori weist eine Vielzahl von Virulenzfaktoren auf, die den 
Infektionsmechanismus stark prägen. Das bereits beschriebene Enzym Urease und die 
Motilität von H. pylori, bedingt durch seine helikale Form und mehrere unipolar 
angeordnete Flagellen, sind essentielle Faktoren, um eine Infektion erfolgreich zu 
etablieren. Die Fähigkeit, an Epithelzellen zu adhärieren und so einen Abtransport durch 
Peristaltik zu verhindern, ist ein weiterer Virulenzfaktor des Pathogens. Die Adhärenz 
wird über die Proteine BabA, SabA, OipA, AlpA/B und HopQ vermittelt (Backert et al., 
2011; Belogolova et al., 2013; Odenbreit et al., 2009). Weiterhin sind die Toxine VacA 
(vakuolisierendes Cytotoxin A) und CagA (Cytotoxin-assoziiertes Antigen A) 
Virulenz-assoziiert. Letzteres ist zusammen mit einem Typ IV-Sekretionssystem (T4SS) 
auf der sogenannten cag-Pathogenitätsinsel (cag-PAI) kodiert.  
1.2.1 Vakuolisierendes Cytotoxin A 
Das vakuolisierende Cytotoxin A (VacA) ist ein porenbildendes Toxin, das die 
Ausbildung zytoplasmatischer Vakuolen in kultivierten Epithelzellen induziert (Leunk 
et al., 1988). Es wird zunächst von H. pylori als 140 kDa großes Prä-Protoxin 
produziert. Die N-terminal gelegene Signalsequenz führt zum Sec-abhängigen 
Transport vom Zytoplasma ins Periplasma. Hier katalysiert die am C-Terminus 
gelegene Autotransporter-Domäne die Translokation über die äußere Membran. Dort 
wird sie schließlich abgespalten und das nun 90 kDa große Toxin zu hexameren Ringen 
oligomerisiert (Foegeding et al., 2016; Junaid et al., 2016). Wenn VacA in Kontakt mit 
dem Magenepithel sowie den Säure und Magenschleim produzierenden Zellen kommt, 
zeigt es zahlreiche toxische Effekte. Darunter fallen die Induktion von Apoptose durch 
Freisetzung von Cytochrom C und die Zerstörung der Membranintegrität. Außerdem 
destabilisiert es die Wirtsabwehr indem es inhibierend auf die T-Zell-Aktivierung und 
deregulierend auf die Autophagozytose wirkt. Viele dieser Effekte gehen auf die 
Bildung anion-spezifischer Kanäle zurück, welche zunächst zu einem Einstrom von 
Chlorid-Ionen führen. Darauf folgt ein ausgleichender Protonen- und Wassereinstrom, 
wodurch der intrazelluläre Vesikeltransport gestört wird (Gebert et al., 2003; Kim & 




H. pylori produziert zahlreiche Adhäsine, darunter BabA, SabA, OipA, AlpA/B und 
HopQ. Durch diese Adhäsine kann das Bakterium einen engeren und stabileren Kontakt 
mit der Wirtszelle eingehen. Dies hat eine größere Exposition der Wirtszelle gegenüber 
anderen Virulenzfaktoren zur Folge, was auch zu stärkeren Entzündungssymptomen 
und stärkeren schädigenden Einflüssen auf die gastrische Mukosa des Wirts führt 
(Backert et al., 2011; Belogolova et al., 2013; Odenbreit et al., 2009). BabA (blood 
group antigen-binding adhesin) interagiert mit difucosyliertem Lewisb-Blutgruppen-
Antigen auf Epithelzellen und Muzinen und ist das bedeutendste Adhäsin bei der 
initialen Kolonisierung (Ilver et al., 1998). SabA (sialic acid-binding adhesin) stellt das 
vorherrschende Adhäsin bei Entzündungen im chronischen Stadium dar und interagiert 
mit Sialyl-Lewisx-Antigen. Infektionen mit SabA produzierende H. pylori-Stämmen 
sind mit einem höheren Risiko zur Entwicklung eines gastrischen Karzinoms assoziiert 
(Mahdavi et al., 2002; Yamaoka et al., 2006). OipA (outer membrane inflammatory 
protein) produzierende H. pylori-Stämme hingegen werden nicht nur mit einem 
erhöhten Risiko zur Entwicklung eines gastrischen Karzinoms assoziiert, sondern auch 
mit einem gesteigerten Risiko für duodenale Ulcera (Yamaoka & Graham, 2014). Der 
genaue Mechanismus der Interaktion von HopQ (Helicobacter outer membrane 
protein Q) mit den auf der Wirtszelle exponierten CEACAM-Rezeptoren 
(carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule) ist noch nicht im Detail 
geklärt und bedarf noch weiterer Untersuchungen. Studien konnten jedoch belegen, dass 
die HopQ-CEACAM-Interaktion essentiell für die Translokation des Effektorproteins 
CagA ist. Es konnte auch gezeigt werden, dass CEACAM-Rezeptoren während des 
Durchlaufens einer chronischen Entzündung vermehrt von der Wirtszelle exprimiert 
werden, was einen erneuten Hinweis auf die perfekte Adaption und Entwicklung von 
Überlebensstrategien durch H. pylori in seiner ökologischen Nische liefert (Belogolova 
et al., 2013; Bonsor et al., 2018; Javaheri et al., 2016; Königer et al., 2016). 
1.2.3 Die cag-Pathogenitätsinsel kodiert ein Typ IV-Sekretionssystem 
Die cag-Pathogenitätsinsel ist ein 37 kb großer Genabschnitt im Genom cag-positiver 
(Typ 1) H. pylori-Stämme und maßgeblich für die Schwere des Verlaufs einer 
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H. pylori-Infektion verantwortlich. Sie enthält die genetischen Informationen für die 
Produktion des CagA-Proteins sowie für 26  bis 30  weitere Proteine; welche für den 
Zusammenbau eines Typ IV-Sekretionssystems (T4SS) zur Übertragung von CagA in 
die Wirtszelle nötig sind (Covacci et al., 1999; Odenbreit et al., 2000; Segal et al., 
1999). T4SS sind vielschichtige Multiproteinkomplexe gramnegativer, grampositiver 
und einiger Archaebakterien durch die sie befähigt sind, Makromoleküle über ihre 
Membranen hinweg zu transportieren. Anhand ihrer Funktion wurden sie in drei 
Kategorien unterteilt (Cascales & Christie, 2003). Die erste Kategorie beinhaltet die 
wohl am besten Untersuchten und zugleich verbreitetsten T4SS der gramnegativen 
Bakterien. Sie werden zum Transfer einzelsträngiger DNA in bakterielle und 
eukaryotische Zellen verwendet. Der am besten untersuchte Vertreter ist das 
VirB/D-System von A. tumefaciens, welches durch Translokation eines 
Nukleoprotein-Komplexes unkontrolliertes Wachstum in der pflanzlichen Zielzelle 
induziert (Christie, 2004). T4SS der zweiten Kategorie fungieren als Kontakt 
unabhängige Austauschsysteme, welche dazu genutzt werden DNA aus dem 
extrazellulären Raum aufzunehmen oder in diesen abzugeben, wie zum Beispiel das 
H. pylori ComB-System oder das GGI-System von N. gonorrhoeae (Ramsey et al., 
2011; Stingl et al., 2010). Die dritte Gruppe beinhaltet T4SS die Effektorproteine in das 
Zytosol eukaryotischer Zellen transferieren, was unter anderem den Ablauf 
physiologischer Prozesse in der eukaryotischen Wirtszelle stört, aber für das 
T4SS-produzierende Bakterium einen Selektionsvorteil bietet. Vertreter dieser Gruppe 
sind das Dot/Icm-System von L. pneumophilia oder das H. pylori Cag-System (Berger 
& Isberg, 1993; Odenbreit et al., 2000; Sadosky et al., 1993). 
Das Cag-System von H. pylori weist einige strukturelle Homologien zu dem viel 
untersuchten Sekretionssystem von Agrobacterium tumefaciens auf, welches aus elf 
VirB-Proteinen (VirB1 bis VirB11) und einem Kopplungsprotein (NTPase VirD4) 
besteht. Die VirB-Proteine wurden in drei Gruppen unterteilt: Kernkomplex-Proteine 
(VirB6 bis VirB10), Pilus assoziierte Proteine (VirB2/3/5) und Energie erzeugende 
Proteine (NTPasen VirB4/11) (Tegtmeyer et al., 2011). Für alle VirB-Proteine und das 
VirD4 Protein konnten anhand der genetischen Sequenz Pendants in den 
Einleitung 
 7 
cagPAI-Proteinen von H. pylori gefunden werden. Auch diese sind in Proteine des 
Kernkomplexes, welcher in die innere Membran und das Periplasma eingebettet ist, und 
Proteine der Pilus-Struktur, welche die äußere Membran durchquert, unterteilt. 
Bisher wurden vier Effektormoleküle beschrieben, die durch das T4SS von H. pylori in 
die Wirtszelle transloziert werden: Peptidoglykanbruchstücke, DNA, Heptose-1,7-Bis-
phosphat bzw. ADP-Heptose und vor allem CagA (Gall et al., 2017; Odenbreit et al., 
2000; Stein et al., 2017; Varga et al., 2016; Viala et al., 2004; Zhou et al., 2018; 
Zimmermann et al., 2017). CagA ist ein bakterielles Onkoprotein, welches nach 
Injektion in die Wirtszelle durch Src- und Abl-Kinasen an den C-terminal gelegenen 
EPIYA-Motiven (Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala) Tyrosin-phosphoryliert werden kann oder aber 
unphosphoryliert in der Wirtszelle verbleibt (Müller et al., 2012). Phosphoryliertes 
CagA aktiviert die zelluläre SHP-2 Phosphatase, wodurch morphologische 
Veränderungen des Zytoskeletts bewirkt werden und eine vermehrte Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NF-țB erfolgt. Daraufhin kommt es zur Produktion von IL-8 und 
einer gesteigerten Expression weiterer pro-inflammatorischer Gene (Müller et al., 2012; 
Selbach et al., 2009; Tegtmeyer et al., 2011). Unphosphoryliertes CagA dagegen 
zerstört tight-junctions zwischen Epithelzellen und führt zum Verlust der Zellpolarität 
(M. R. Amieva et al., 2003). Da die Zellpolarität eine unabdingliche Voraussetzung für 
die normale Zelldifferenzierung darstellt, ist bei fehlender Polarität unbegrenztes und 
undifferenziertes Wachstum möglich und damit die Möglichkeit der malignen Entartung 
gegeben. Patienten, die mit einem cagA-positiven H. pylori-Stamm infiziert sind, haben 
somit ein fünffach erhöhtes Risiko ein Adenokarzinom zu entwickeln. Dies steht im 
Vergleich zu einem zweifach erhöhten Risiko bei der Infektion mit einem 
cagA-negativen Stamm (Parsonnet et al., 1997).  
1.2.3.1 Kernkomplex des cagT4SS von H. pylori
Die bisherige Studienlage deutet darauf hin, dass der intrabakteriell gelegene 
Kernkomplex des cagT4SS aus den folgenden beiden Teilen aufgebaut ist: Ein im 
Periplasma und der äußeren Membran verankerter Anteil, der hauptsächlich aus Cag3, 
CagM, CagT, CagX und CagY besteht, sowie ein in der inneren Membran verankerter 
Anteil, der aus CagE, CagW und CagV besteht (Backert et al., 2015; Kutter et al., 2008; 
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Pinto-Santini & Salama, 2009). In einer kürzlich durchgeführten Studie von Frick-
Cheng et al. konnte der cagT4SS-Kernkomplex von der bakteriellen Membran abgelöst 
und anschließend elektronenmikroskopisch dargestellt werden. Hierbei zeigte sich der 
Aufbau des Proteinkomplexes aus Cag3, CagM, CagT, CagX und CagY. Außerdem 
konnte nachgewiesen werden, dass dieser ohne Kontakt zu einer potentiellen Wirtszelle 
in der Bakterienmembran produziert wird. Der Kernkomplex ist aus einem inneren und 
einem äußeren Ring aufgebaut, welche über eine speichenähnliche Struktur miteinander 
verbunden sind (Frick-Cheng et al., 2016). Ein direkt mit dem Kernkomplex 
interagierendes und daher für dessen Funktionsausübung essentielles Protein ist das an 
der inneren Membran lokalisierte CagF, welches als Chaperon mit dem Effektorprotein 
CagA in Wechselwirkung tritt und so dessen Translokation in die Wirtszelle ermöglicht 
(Couturier et al., 2006; Pattis et al., 2007). 
1.2.3.2 Pilus des cagT4SS von H. pylori
Der extrabakteriell gelegene Anteil des cagT4SS stellt einen Pilus dar, der eine 
Verbindung zwischen Bakterien- und Wirtszelle bilden kann. Unter 
Eisenmangelbedingungen werden vermehrt Pili produziert, bei Mangel an Zink-Ionen 
hingegen ist die Expression verringert (Gaddy et al., 2014; Haley et al., 2014; Kwok et 
al., 2007; Noto et al., 2013; Rohde et al., 2003; Tanaka et al., 2003). CagA konnte durch 
elektronenmikroskopische Aufnahmen an der Spitze der Pili nachgewiesen werden. 
Daraus wurde der Rückschluss gezogen, dass CagA durch die Pili in die Wirtszelle 
transloziert wird (Kwok et al., 2007). Außerdem gibt es Hinweise dafür, dass CagH, 
CagI und CagL direkt an der Pilus-Bildung beteiligt sind, miteinander interagieren und 
für die erfolgreiche Translokation von CagA in die Wirtszelle benötigt werden (Backert 
et al., 2011; Fischer, 2011; Pham et al., 2012; Shaffer et al., 2011). CagH, CagI und 
CagL weisen ein gemeinsames C-terminales Sequenzmotiv auf. Durch Deletion dieses 
Motivs, welches sechs Aminosäuren umfasst, bleibt bei Betrachtung der CagIǻ6C- und 
CagLǻ6C-Mutanten die Pilus-Produktion komplett aus und es findet keine 
Translokation von CagA statt. Bei Deletion des CagH-Sequenzmotivs hingegen findet 
eine Pilus-Produktion zwar immer noch statt, diese erscheinen jedoch stark verlängert 
und verdickt. Dies legt die Vermutung nahe, dass CagI und CagL Bauelemente der Pili 
Einleitung 
 9 
sind und CagH bei deren korrektem Zusammenbau eine Art Kontrollfunktion einnimmt 
(Shaffer et al., 2011). Es konnte nachgewiesen werden, dass CagL an der Pilus-Spitze 
lokalisiert ist und dort mit den auf der Wirtszelle verankerten Integrinen interagiert 
(Backert et al., 2008; Kwok et al., 2007). Integrine sind eine heterologe Gruppe von 
Transmembranproteinen, die aus Į- und ȕ-Einheiten aufgebaut und für die Adhäsion an 
die extrazelluläre Matrix essentiell sind (Luo et al., 2007). Viele Integrine erkennen 
ihren Interaktionspartner über das sogenannte RGD-Motiv (Arg-Gly-Asp), welches 
auch in CagL enthalten ist (Takagi, 2004). Es konnte eine höhere Affinität der Integrine 
zu CagL als zur CagLǻRGD-Mutante nachgewiesen werden, was die bedeutsame Rolle 
des RGD-Motivs unterstreicht (Kwok et al., 2007). Bisher konnte eine Interaktion von 
CagL mit den Integrinen Į5ȕ1, ĮVȕ6, ĮVȕ5, ĮVȕ3 und ĮVȕ8 nachgewiesen werden 
(Barden & Niemann, 2015; Conradi et al., 2012; Jimenez-Soto et al., 2009; Koelblen et 
al., 2017; Kwok et al., 2007; Wiedemann et al., 2012). Auch für das Effektormolekül 
CagA konnte eine Interaktion mit Integrinen auf der Oberfläche der Wirtszelle 
nachgewiesen werden (Jimenez-Soto et al., 2009). Im Gegensatz zu der bereits 
beschriebenen Interaktion des H. pylori-Oberflächenproteins HopQ mit den CEACAMs 
hat diese Interaktion jedoch nur eine geringe Bedeutung für die Translokation von CagA 
in die Zielzelle (Zhao et al., 2018). 
1.3 Zielsetzung 
Das gram-negative Bakterium Helicobacter pylori besiedelt den menschlichen Magen 
und ist einer der weltweit häufigsten bakteriellen Infektionserreger. Die Schwere der 
Erkrankung, welche von der Ausbildung einer Gastritis bis zur Entwicklung eines 
Magenkarzinoms variiert, korreliert unter anderem mit dem Vorhandensein der 
cag-Pathogenitätsinsel im Genom einiger H. pylori-Stämme. Durch diese wird das 
Bakterium zur Produktion des Onkoproteins CagA und eines Typ IV-Sekretionssystems 
befähigt. Trotz gemeinsamer Merkmale mit anderen T4SS, weist das Sekretionssystem 
von H. pylori mehrere, zum Teil einzigartige, Proteine auf, deren Funktion es noch zu 
klären gilt. Im Fokus dieser Arbeit stehen die auf der cag-Pathogenitätsinsel kodierten 
Proteine CagH und CagL sowie deren Interaktion mit CagI. Alle drei Proteine erwiesen 
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sich in vorhergehenden Studien sowohl für die Translokation des Effektorproteins CagA 
als auch für die Synthese der Apparatsstruktur als essentiell. Jedoch scheinen nur CagI 
und CagL als Bauelemente direkt am Aufbau des Pilus beteiligt zu sein. CagH hingegen 
scheint eine Kontrollfunktion bei dessen korrektem Zusammenbau einzunehmen 
(Backert et al., 2011; Fischer, 2011; Pham et al., 2012; Shaffer et al., 2011). Die genaue 
Lokalisation der drei Proteine in den verschiedenen Zellkompartimenten sowie ihre 
Funktion konnte jedoch immer noch nicht ausreichend geklärt werden. Bisher liegen 
keine ausreichend spezifischen Antikörper für diese Proteine vor. Um sie besser 
untersuchen zu können, sollten in der hier vorliegenden Arbeit H. pylori-Mutanten, 
welche die Proteine CagH und CagL mit einem fusionierten Epitop-Tag produzieren, 
erzeugt und ein Protokoll, mit dem die Proteine auf der Bakterienzelle visualisiert 
werden können, erarbeitet werden. Der Epitop-Tag sollte, um zelluläre Funktionen nicht 
zu stören, möglichst klein, per Immunfluoreszenz detektierbar und für 
Pull-Down-Assays nutzbar sein. Außerdem sollten weitere Informationen über die 
strukturellen Grundlagen der CagH-CagL-Interaktion durch Charakterisierung 
möglicher funktioneller Domänen von CagH erlangt werden. Die durchgeführten 
Untersuchungen sollen einen Beitrag zum besseren Verständnis der Funktionsweise der 
Proteine CagH, CagI und CagL liefern und somit dazu beitragen, das 





2.1.1 Verwendete E. coli-Stämme 
Stamm Eigenschaften/Genotyp Referenz 
E. coli TOP10 F- mcrA ǻ( mrr-hsdRMS-
mcrBC) ĭ80lacZǻM15 ǻ 
lacX74 recA1 araD139  
ǻ( araleu)7697 galU galK rpsL 




2.1.2 Verwendete H. pylori-Stämme 
Stamm Eigenschaften/Genotyp Referenz 
P12 Wild-Typ; Klinisches Isolat 
(888-0) eines Patienten der 
Universität Hamburg mit 
Ulcus duodeni im Jahr 1994 
(Schmitt & Haas, 1994) 
P12 [HA-CagH] [myc-
CagL] 












P12 [myc-CagL] P12 ǻcagL (pWS290), myc-





P12 [Q-CagH] P12 ǻcagH (pWS423), Q-
cagH (pAM01), CamR, 
ErmR
diese Arbeit 
P12 [Q-CagL] P12 ǻcagL (pWS290), Q-
cagL (pAM02), CamR, 
KanR
diese Arbeit 
P12 ǻcagH P12 ǻcagH (pWS423), 
ErmR
W. Fischer 
P12 ǻcagHIL P12 ǻcagHIL (pWS567), 
ErmR
W. Fischer 
P12 ǻcagL P12 ǻcagL (pWS290), 
CamR
W. Fischer 
RNP3 P12 [TEM-CagA] R. Nair, W. Fischer 
RNP3 [CagH] [myc-CagH 
ǻ26N] 
RNP3, myc-cagH ǻ26N 
(pWS660), CamR
diese Arbeit 
RNP3 [CagH] [myc-CagH 
ǻ52N] 
RNP3, myc-cagH ǻ52N 
(pWS661), CamR
diese Arbeit 

















RNP3 [myc-CagH ǻ26N] RNP3 ǻcagH (pWS423), 
myc-cagH ǻ26N (pWS660), 
CamR, ErmR
W. Fischer , E. Weiss 
Material 
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RNP3 [myc-CagH ǻ52N] RNP3 ǻcagH (pWS423), 
myc-cagH ǻ52N (pWS661), 
CamR, ErmR
W. Fischer , E. Weiss 
RNP3 [myc-CagH] RNP3 ǻcagH (pWS423), 
myc-cagH(pWS538), CamR, 
ErmR
W. Fischer , E. Weiss 
RNP3 ǻcagT P12 [TEM-CagA] ǻcagT 
(pJP95), CamR
W. Fischer 
2.2 Nährmedien für Bakterien 
Brucella-Medium 28 g/l Brucella Broth ( BD, Franklin 
Lakes, USA), autoklaviert 
E. coli-Einfriermedium 80 % LB, 20 % Glycerin 
E. coli-Flüssigkultur 100 % LB 
H. pylori-Flüssigkultur 90 % BB, 10 % FCS 
H. pylori-Einfriermedium 70 % BB, 20 % FCS, 10 % Glycerin 
LB-Medium 20 g/l Lennox-L-Medium 
(Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA), 
autoklaviert 
LB-Platten 32 g/l Lennox-L-Agar (Gibco/Invitrogen, 
Carlsbad, USA), autoklaviert 
Serum-Platten 36 g/l GC-Agar-Base (Oxoid, Darmstadt, 
Deutschland), autoklaviert, danach Zugabe 
von 10 ml/l Vitamin-Mix und 80 ml/l 
Pferdeserum  
Vitaminmix 100 g/l Į-D-Glucose, 10 g/l L-Glutamin, 
26 g/l L-Cystein, 0,1 g/l Cocarboxylase, 20 
mg/l Fe(III)-Nitrat, 3 mg/l Thiamin, 13 
mg/l p-Aminobenzoesäure, 0,25 g/l 
Material 
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Nicotinamidadenindinucleotid (NAD), 10 
mg/l Vitamin B12, 1,1 g/l L-Cystin, 1 g/l 
Adenin, 30 mg/l Guanin, 0,15 g/l L-
Arginin, 0,5 g/l Uracil 
2.3 Antibiotika 
Hemmstoff Lösungsmittel Konzentration Hersteller/Lieferant
Chloramphenicol 
(Cam) 
EtOH 30 mg/l (E. coli) 
6 mg/l (H. pylori) 
Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
Kanamycin (Kan) H2O 50 mg/l (E. coli) 
8 mg/l (H. pylori) 
Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
2.4 Verwendete Zelllinien 
AGS Humane Magenadenokarzinom-Zelllinie (ATCC CRL-1739) 
2.5 Zellkulturmedien und -puffer 
DMSO Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
DPBS Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA 
RPMI Medium 1640 mit L-Glutamin Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA 
Trypsin/EDTA Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
2.6 Plasmide 
pAM01 alpA-Promotor, Q-cagH, 
CamR, KanR
(Integration in das 
endogene H. pylori Plasmid 
pHel12) 
diese Arbeit 




(Integration in recA-Locus) 
pAM03 alpA-Promotor, M45-cagH-
cagI, CamR, KanR




(Integration in pHel12) 
diese Arbeit 
pLH02 cat, alpA-Promotor, BabA, 
CamR, KanR
(Integration in pHel12) 
L. Holsten 
pWS255 cagA-Promotor, cagL, 
AmpR, KanR
(Integration in recA-Locus) 
(Jimenez-Soto et al., 2009) 
pWS290 ǻcagL::cat, CamR (Jimenez-Soto et al., 2009) 
pWS423 ǻcagH::rpsL-erm, ErmR W. Fischer 
pWS538 alpA-Promotor, myc-cagH, 
CamR




(Integration in pHel12) 
W. Fischer 
pWS567 ǻcagHIL::rpsL-erm, AmpR, 
ErmR
W. Fischer 
pWS569 cagA-Promotor, myc-cagL, 
AmpR, KanR 










(Integration in pHel12) 
W. Fischer 
2.7 Oligonukleotide 
Name Sequenz (5‘ ĺ 3‘) Restriktionsenzym, 
Eigenschaften 
Verwendung 
AM1 ACT AGC ATA TGG 
ATA GGA GCA GGG 
ATC GTT TGC CGC 
CTT TTG AAA CAG 
AAA CCA GGA TCT 
TAG CAG GTA CAC 




AM2 ACT AGC ATA TGT 
ATC CTT ACG ACG 
TGC CTG ATT ATG 
CGG CAG GTA CAC 
AAG CTA TAT ATG  
HA-Tag, cagH,  
Nde I 
pAM04  
IB60 GAC TGA AAT GCC 
TCA AAA TG 
cat-Kasette Sequenzierprimer für 
Plasmid-Integration 
WS158 CCA TCG ATG GTA 
AAA ATG TGA ATC 
GT 
cagA-Promotor Sequenzierprimer für 
recA-Integration 
WS638 A TGC GGC CGC 
TCA CTT CAC GAT 
TAT TTT AGT TTG 
Not I, cagH pAM01, pWS538, 
pWS660, pWS661
WS643 ATC TTC TGC CAT 
CAA AAC AGA C 
cagL pAM02 
WS650 ACT AGC ATA TGG Nde I, myc-Tag, pWS538 
Material 
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AAC AAA AAC TCA 
TCT CAG AAG AGG 
ATC TGG CAG GTA 
CAC AAG CTA TAT 
ATG 
cagH 
WS662 GGA CAA CAG CAA 
TTA GGG ATA ACA 
AGC GGC TTA AAG 
CAA C 
Q-Tag, cagL pAM02 
WS663 ACT AGC ATA TGG 
CAG GAG GAC AAC 
AGC AAT TAG GGG 
CAG GTA CAC AAG 




WS672 TAG CGG CCG CGT 
CGA CTC ATT TGA 
CAA TAA CTT TAG 
AGC 
Not I, cagI pAM03 und pAM04  
WS791 ACT AGC ATA TGG 
AAC AAA AAC TCA 
TCT CAG AAG AGG 
ATC TGA GTG GTG 
TTG CAG GGC CA 
Nde I, myc-Tag, 
cagHǻ26N
pWS660 
WS792 ACT AGC ATA TGG 
AAC AAA AAC TCA 
TCT CAG AAG AGG 
ATC TGA CTA ATC 
CGC AAA TGA CCG 
CT 





2.8 Proteine und Enzyme 
Proteine: Alkalische Phosphatase (AP)-gekoppeltes Protein A 
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) 
 ANTI-c-Myc Agarose-beads (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 
USA) 
 Fetales Kälberserum (FCS) (PAA, Pasching, Österreich) 
 Pferdeserum HyClone (GE-Healthcare, Buckinghamshire, 
Vereinigtes Königreich)
 Protein G-Agaros (Roche Applied Science, Penzberg, 
Deutschland) 
 Rinderserumalbumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 
USA) 
Enzyme: gpTransglutaminase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
 Lysozym (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz) 
 Restriktionsenzyme (Roche Diagnostics, Rotkreuz, 
Schweiz) 
 RNAse (Qiagen, Venlo, Niederlande) 
 T4 DNA ligase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA) 
 Takara-Ex Taq-Polymerase (TaKaRa Bio Inc., Otsu, 
Japan) 
2.9 Antikörper 
Tabelle 1: Primäre Antikörper 
Zielprotein (Į-) Eigenschaften Verdünnung Referenz, Hersteller 
IL-8 Monoklonaler Antikörper 
gegen humanes 




Human IL-8 ELISA 





gegen das CagA EPIYA 








gegen CagC (Kaninchen) 




gegen CagH (Kaninchen) 




gegen CagI (Kaninchen) 





gegen CagL (Kaninchen) 





Oberflächenproteine von  
H. pylori (Kaninchen) 
1:400 (Odenbreit et al., 
2000) 
Į-HA monoklonaler Antikörper 
gegen HA Epitope tag
(Maus) 
1:1.000 Sigma-Aldrich, Saint 
Louis, USA 
Į-M45 monoklonaler Antikörper 
gegen M45 Epitope tag
(Maus) 
1:100 (Obert et al., 1994) 
Į-Myc monoklonaler Antikörper 
gegen Myc Epitope tag
(Maus) 













Tabelle 2: Sekundäre Antikörper 





gegen Maus-IgG (Ziege)  







gegen Maus-IgG (Ziege) 







gegen Maus-IgG (Ziege) 
1:1.000 Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, 
USA 
Į-Maus IgG-AP Alkalische Phosphatase 
(AP)-gekoppelter 
monoklonaler Antikörper 
gegen Maus-IgG (Ziege) 
1:10.000 Sigma-Aldrich, Saint 
Louis, USA 
Į-Maus IgG-POX Meerrettichperoxidase 
(POX)-gekoppelter 
polyklonaler Antokörper 
gegen Maus-IgG (Ziege) 
1:10.000 Sigma-Aldrich, Saint 
Louis, USA 
2.10 Verwendete Molekulargewichtsmarker  
DNA-Gelelektrophorese GeneRuler 1 kb DNA Ladder, SM0313 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA) 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese PageRuler™ Plus Prestained Protein 
Ladder, 26619 (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA) 
 PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 




2.11 Lösungen und Puffer 
„gp-Transglutaminase-Puffer“ 20 mM HEPES, pH 8,2 
10 mM MgCl2 
0,1 mM EGTA 
5 mM CaCl2
Coomassie-Entfärbelösung 7,5 % CH3COOH 
10 % MeOH 
10 % EtOH 
Coomassie-Färbelösung 7,5 % CH3COOH 
10 % MeOH 
10 % EtOH 
0,1 % Coomassie Brilliant Blue R250 
(Biomol) 
GEBS 20 % Glycerin 
50 mM EDTA 
0,05 % Bromphenolblau 
0,5 % Sarcosyl (N-Lauryl-Sarcosin), pH 
8,0 
Ligase-Puffer (10x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Milchpulver-Lösung 5 % 5 g Milchpulver, fettarm (Carl Roth GmbH 
& Co. KG, Karlsruhe, Deutschland), 
auf 100 ml TBS-Tween 0,5 % auffüllen 
PBS (1x) 27 mM KCl 
1,38 M NaCl 
15 mM KH2PO4
80 mM Na2HPO4
PBS-Tween 0,1 % 999 ml 1x PBS 
1 ml Tween 20 




Puffer „H“ für Restriktionsenzyme Roche Applied Science, Penzberg, 
Deutschland 
Puffer „O“ für Restriktionsenzyme Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
RIPA 50 mM Tris-HCl, pH 7,4 
150 mM NaCl 
1 mM EDTA 
1 % (v/v) Nonidet P-40 
0,25 % (v/v) Sodiumdesoxycholat 
SDS Elektrophoresepuffer (5x) 25 mM Tris 
250 mM Glycin 
auf 4,5 l Aqua dest. auffüllen, pH 8,3 
Zugabe 20 % SDS 
auf 5 l Aqua dest. auffüllen 
SDS-Probenpuffer (2x) 100 mM Tris-HCl pH 6,8  
4 % (w/v) SDS 
20 % (v/v) Glycerin 
0,2 % (w/v) Bromphenolblau 
STET 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 
50 mM EDTA 
8 % (w/v) Sucrose 
5 % (v/v) Triton X-100 
TAE (50x) Tris 242 g 
90 % CH3COOH 
0,5 M EDTA, pH 8,0 
TBS (10x) 150 mM NaCl 
200 mM Tris-HCl, pH 7,5 
TBS-Tween 0,5 % 100 ml 10x TBS 
0,5 ml Tween 20 
auf 1 l Aqua dest. auffüllen 
TfbI-Puffer (steril filtriert, pH 5,8): 30 mM Kaliumacetat 
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100 mM Rubidiumchlorid (RbCl) 
10 mM Calciumchlorid (CaCl2) 
50 mM Manganchlorid (MnCl2) 
15 % (v/v) Glycerol 
TfbII-Puffer (steril filtriert, pH 6,5): 10 mM 3-(N-Morpholino)propansulfon-
säure 
10 mM Rubidiumchlorid (RbCl) 
75 mM Calciumchlorid (CaCl2) 
15 % (v/v) Glycerol 
Tris-HCl pH 6,8 und  
pH 8,8 und  
pH 8,0 und 
pH 9,6 
1 M Tris mit 37 % Tris-HCl 
1,5 M Tris mit 37 % Tris-HCl 
1 M Tris mit 37 % Tris-HCl 





300 mM Tris-HCl, pH 10,4 
10 % Methanol 
25 mM Tris-HCl, pH 10,4 
10 % Methanol 
25 mM Tris-HCl, pH 9,6 
40 mM 6-Aminocapronsäure 
10 % Methanol 
Durch einen Stern (*) wird die Zugabe von Protease-Inhibitoren Phenylmethyl-





(Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)) 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Agarose Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
Aminocapronsäure (ACA) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
BCIP (5-Brom-3-chlor-indolylphosphat-p-
Toluidinsalz) 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
Coomassie Brilliant Blue R250 Biomol, Hamburg, Deutschland 
DAPI (4ƍ,6-Diamidin-2-phenylindol) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
Desoxyribonukleinsäure-(dNTP-) Mix MBI Fermentas, St. Leon-Rot, 
Deutschland 
DMF (N,N-Dimethylformamid) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol reinst Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
FITC-Cadaverin Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Glycerin Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA 
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Leupeptin Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
Lysozym Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
Magnesiumchlorid MgCl2 Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
Methanol Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
Methylenblau Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Pepstatin A Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
PFA (Paraformaldehyd) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Probenecid Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
SDS (Natrium-Dodecyl-Sulfat) Serva, Heidelberg, Deutschland 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendi-
amid) 
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
Tris MP Biomedicals, Santa Ana, USA 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
Tween 20 Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
2.13 Kommerzielle Kits 
Human IL-8 ELISA Set, BD OptEIA™ BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 
illustra GFX PCR DNA and Gel Band 
Purification KitTM 
GE-Healthcare, Buckinghamshire,  
Vereinigtes Königreich 
LiveBLAzer™-FRET B/G Loading Kit Invitrogen, Carlsbad, USA 
QIAamp DNA Mini Kit® Qiagen, Venlo, Niederlande 
QIAprep Spin Miniprep Kit® Qiagen, Venlo, Niederlande 
2.14 Verbrauchsmaterialien  
12-Well Costar® Zellkulturplatten Corning Inc., Corning NY, USA 
24-Well Costar® Zellkulturplatten Corning Inc., Corning NY, USA 
96-Well Costar® Zellkulturplatten, 
schwarz, durchsichtiger Boden 
Corning Inc., Corning NY, USA 
96-Well Mikrotiterplatten Nunc™ 
MicroWell™ 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
DAKO fluorescent mounting medium Dako North America Inc, Carpinteria, 
USA 
Deckgläser, rund, 12 mm A. Hartenstein GmbH, Würzburg, 
Deutschland 
Einmalküvetten Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 
Einmalpipette Costar®Stripette, 5 ml, Corning Inc., Corning NY, USA 
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10 ml, 25 ml, 50 ml 
Einmalspitzen, verschiedene Größen Sarstedt, Nürmbrecht, Deutschland 
Einmalspritzen Omnifix® 50 ml Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Falcon Röhrchen 15 ml, 50 ml BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 
Filterpapier Nitrocellulose Millipore, Billerica, USA 
Filterpapier Whatman® Whatman, Brentford, Vereinigtes König-
reich 
Kryoröhrchen Nalgene™ 1,5 ml Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Objektträger Marienfeld Paul GmbH & Co. KG, Lauda-
Königshofen, Deutschland 
Parafilm® M Bemis Company Inc.,  Neenah, USA 
Pasteurpipetten, Volac® Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 
Petrischale Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 
PVDF Membran Bio-Rad, Hercules, USA 
Reaktionsgefäß für Ultrazentrifuge Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA 
Reaktionsgefäß, safe-lock, 0,5 ml, 1,5 ml, 
2 ml 
Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Röntgenfilme Fuji Film, Düsseldorf, Deutschland 
Sterilfilter 0,2 ȝm Millipore, Schwalbach, Deutschland 
Wasser doppelt destilliert Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Wattestäbchen, steril Deltalab, Barcelona, Spanien 
Zellkulturflaschen Falcon® Canted Neck, 
250 ml  
Corning Inc., Corning NY, USA 
2.15 Geräte und Apparaturen 
Agarose-Gelkammern BioRad, Hercules, USA 
Anaerobenbrutschrank Mikroinkubator 
MI22C 
Scholzen, Wittenbach, Schweiz 
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Anaerobiertopf Fritz Gößner GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
Blot-Apparatur semi-dry Biotech Fischer, Reiskirchen, Deutschland 
Brutschrank 37 °C WTB Binder, Tuttlingen, Deutschland 
CO2-Inkubator HERAcell® 150i Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Geldokumentationssystem ChemiDoc™ 
MP Imaging System  
BioRad, Hercules, USA 
Gelkammer Mini-PROTEAN 2 BioRad, Hercules, USA 
Magnetrührer MR 3000 Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Mikroskope: 
Konfokal Mikroskop Leica TCS SP 5 II 
Fluoreszenzmikroskop Leica DM IRB 
Leica, Mannheim, Deutschland 




Tecan, Männedorf, Schweiz 
BMG LABTECH, Ortenberg, 
Deutschland 
pH-Meter ProfiLine pH197i WTW, Weilheim, Deutschland 
Pipetten: 
Mikroliterpipette Transferpette S 
PIPETMAN® P10, P20, P200, P1000 
Stripettor™ Ultra. Pipet Controller 
Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 
Gilson, Middleton, USA 
Corning Inc., Corning NY, USA 
Schüttelinkubator Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Schüttelinkubator CERTOMAT® IS B. Braun Biotech International, Göttingen, 
Deutschland 
Spannungsquellen PowerPac 300, 
Power Pac Universal 
BioRad, Hercules, USA 
Spektrophotometer DR/2000 Hach, Bremen, Deutschland 
Sterilbank BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH, 
Sonnenbühl-Genkingen, Deutschland 




Ultraschallgerät Sonifier 450 Branson Ultrasonics™, Danbury, USA 
Vortex Genie 2 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Wasserbad 1012 GFL, Burgwedel, Deutschland 
Zentrifugen: 
Centrifuge 5424 R 
Megafuge 16 R, Megafuge 3.0R 
Sigma 4K15 
Ultrazentrifuge OptimaTM MAX-XP  
Vakuumzentrifuge Savant Speed Vac 
DNA 110 
Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Heraeus, Hanau, Deutschland 
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA  
Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA 




3.1 Mikrobiologische Methoden 
3.1.1 Kultivierung von E. coli 
Escherichia coli wurde aus Glycerinkulturen (siehe Kapitel 3.1.3) auf LB-Agarplatten 
ausplattiert und für 60 Stunden bei 37 °C inkubiert. Für Expressionsexperimente wurde 
E. coli zweimal auf LB-Agarplatten passagiert, die bei Bedarf Antibiotika enthielten, 
und jeweils für 24 Stunden inkubiert. Die Anzucht von Flüssigkulturen fand analog 
dazu in LB-Medium statt. 
3.1.2 Kultivierung von H. pylori 
Helicobacter pylori wurde aus Glycerinkulturen (siehe Kapitel 3.1.3) auf Serumplatten 
ausplattiert und für 60 Stunden bei 37 °C unter mikroaeroben Bedingungen (5 % O2, 
10 % CO2, 85 % N2) inkubiert. Für Expressionsexperimente wurde H. pylori zweimal 
auf Serumplatten passagiert, die bei Bedarf Antibiotika enthielten, und jeweils für 24 
Stunden inkubiert. 
Zur Anzucht einer Flüssigkultur wurde Brucella-Medium, supplementiert mit 10 % 
FCS, mit H. pylori in einer OD550 von 0,1 angeimpft. Diese wurde dann im 
Rundschüttler (80 rpm) und im Anaerobiertopf unter mikroaeroben Bedingungen 
kultiviert. 
3.1.3 Stammhaltung von Bakterien 
Zur Konservierung von Bakterienstämmen wurden Glycerinkulturen angelegt. Dazu 
wurde das Bakterienmaterial einer halben Agarplatte, nach ca. 18 Stunden Inkubation 
im Brutschrank, in 800 µl Einfriermedium suspendiert und bei -70 °C gelagert. Das 
Einfriermedium für H. pylori bestand aus 70 % BB, 20 % Glycerin und 10 % FCS, für 
E. coli enthielt es 80 % LB und 20 % Glycerin. 
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3.1.4 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen  
Zur Herstellung chemisch kompetenter Rubidium-Chlorid Zellen wurden 200 ml 
LB-Medium mit 20 ml einer Übernachtkultur E. coli versetzt. Die Bakteriensuspension 
wurde bis zum Erreichen einer OD550 von 0,56 bei 37 °C inkubiert. Nach zehnminütiger 
Zentrifugation (3000 g, 4 °C) wurde der Überstand verworfen, 80 ml gekühltes TfbI 
zugefügt und die Bakterienzellen für fünf Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneuter 
zehnminütiger Zentrifugation (3000 g, 4 °C) wurde der Überstand verworfen und das 
Bakterienpellet in 8 ml gekühltem TfbII resuspendiert. Die chemisch kompetenten 
Bakterien wurden umgehend in 50 µl Aliquots transferiert, schockgefroren und für 
spätere Experimente bei -70 °C gelagert. 
3.1.5 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen 
Zur Transformation von E. coli-Zellen wurden 50 µl chemisch kompetenter Zellen sanft 
auf Eis aufgetaut, 5 µl Ligationsansatz (siehe Kapitel 3.3.7) bzw. Plasmid-DNA (siehe 
Kapitel 3.3.2) zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen 
einem Hitzeschock (90 s bei 42 °C) unterzogen und direkt im Anschluss wieder für 
zwei bis drei Minuten auf Eis inkubiert. Nachdem der Transformationsansatz mit 1 ml 
LB-Medium versetzt wurde, wurde dieser, zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz, für 
1 h bei 37 °C im Schüttelinkubator inkubiert (1300 rpm). Die Bakteriensuspension 
wurde zentrifugiert (5 min bei 2500 g), der Überstand dekantiert, das Zell-Pellet im 
verbliebenen Medium resuspendiert und vorsichtig auf vorgewärmten 
LB-Selektivplatten ausplattiert. Diese wurden anschließend für 24 h bei 37 °C inkubiert. 
3.1.6 Transformation von H. pylori 
H. pylori ist gekennzeichnet durch eine natürliche Transformationskompetenz. Zur 
Aufnahme exogener Plasmid-DNA wurde H. pylori mit einem sterilen Wattestäbchen 
von Serumplatten abgestrichen und in BB, supplementiert mit 10 % FCS, resuspendiert. 
Die Bakterienzellen wurden mit einer OD550 von 0,2 und einem Volumen von 1 ml je 
Transformationsansatz in einer 24-Well Assay-Mikrotiterplatten für ein bis zwei 
Stunden bei 37 °C und 10 % CO2 inkubiert. Daraufhin wurden je Well 5 µl isolierter 
Plasmid-DNA zugefügt (siehe Kapitel 3.3.2) und der Transformationsansatz für erneute 
vier Stunden bei 37 °C und 10 % CO2 inkubiert. Die Transformanten wurden auf 
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antibiotikahaltigen Serumplatten ausplattiert und bei 37 °C unter mikroaeroben 
Bedingungen (5 % O2, 10 % CO2, 85 % N2). Nach weiteren drei bis fünf Tagen hatten 
sich Einzelkolonien gebildet. 
3.1.7 Bestimmung der optischen Dichte von Bakterien 
Die Bestimmung der Zelldichte von Bakterienkulturen geschah durch 
Extinktionsmessung mit Hilfe eines Spektrophotometers bei einer Wellenlänge von 
550 nm (OD550). Die Bakterien wurden dazu mit einem sterilen Wattestäbchen von 
Agarplatten abgenommen und anschließend in BB, LB oder PBS resuspendiert oder 
stammten direkt aus Flüssigkulturen. 
3.2 Zellkultur 
3.2.1 Kultivierung von AGS-Zellen 
AGS-Zellen wurden in RPMI-Medium 1640, supplementiert mit 10 % FCS, kultiviert. 
Die Zellen wurden in 75 cm2 Zellkulturflaschen bei 37 °C unter 5 % CO2 in H2O-
gesättigter Atmosphäre kultiviert und vor Bildung eines konfluenten Zellrasens 
verdünnt. Dazu wurde einmal mit 5 ml PBS gewaschen und die Zellen zum Ablösen 
vom Flaschenboden mit Trypsin-EDTA-Lösung für vier bis fünf Minuten bei 37 °C 
inkubiert. Das Ablösen der Zellen wurde mikroskopisch kontrolliert. Durch Zugabe von 
5 ml RPMI-Medium 1640, supplementiert mit 10 % FCS, wurde die 
Trypsin-EDTA-Lösung inaktiviert. Anschließend wurde ein Teil der Zellen in eine neue 
Zellkulturflasche mit Medium überführt.  
3.2.2 Stammhaltung von AGS-Zellen 
Zur Lagerung wurden AGS-Zellen einer konfluent bewachsenen 75 cm2
Zellkulturflasche durch Zentrifugation gesammelt und in Kryoröhrchen mit 
Einfriermedium (50 % RPMI-Medium 1640, 45 % FCS, 5 % DMSO) resuspendiert. 
Das Einfrieren erfolgte erst für 24 h bei -70 °C, anschließend die dauerhafte Lagerung 
in flüssigem Stickstoff. Zum Auftauen wurden die gefrorenen AGS-Zellen bei 37 °C 
inkubiert, zweimal mit vorgewärmten RPMI-Medium 1640, supplementiert mit 10 % 
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FCS, gewaschen (250 g für zehn Minuten) und anschließend in einer 75 cm2
Zellkulturflasche bei 37 °C unter 5 % CO2 in H2O-gesättigter Atmosphäre kultiviert. 
3.2.3 In vitro Infektion von AGS-Zellen 
Um den Infektionsprozess eukaryotischer Zellen mit H. pylori nachzuahmen wurden in 
vitro Infektionsexperimente durchgeführt. Dafür wurden AGS-Zellen bei ungefähr 80 % 
Konfluenz in 6-Well-Platten infiziert. Die Bakterien wurden mit einem sterilen 
Wattestäbchen von Agarplatten abgenommen, in PBS supplementiert mit 10 % FCS 
resuspendiert und zum Optimieren der Beweglichkeit in einer Vorkultur mit einer OD550
von 0,1 für zwei Stunden unter mikroaeroben Bedingungen (siehe Kapitel 3.1.2) bei 
37 °C inkubiert. Anschließend wurde die Bakteriensuspension mit derselben OD wie 
zuvor in den Überstand der AGS-Zellen zugegeben und die Infektion für weitere vier 
Stunden unter mikroaeroben Bedingungen bei 37 °C inkubiert. Zur Analyse wurde 
danach, abhängig von der Fragestellung, ein Phosphotyrosin-Assay (siehe Kapitel 
3.4.7), ELISA (siehe Kapitel 3.4.8), Immunfluoreszenz (siehe Kapitel 3.5.3) oder ein 
TEM1-CagA-Translokations-Assay (siehe Kapitel 3.4.9) durchgeführt. 
3.3 Molekularbiologische Methoden 
3.3.1 Isolierung genomischer DNA von H. pylori
Zur Isolierung genomischer DNA aus H. pylori wurde das QIAmp DNA Mini Kit 
(Qiagen) entsprechend der Angaben des Herstellers verwendet. Dafür wurden die 
Bakterien mit einem sterilen Wattestäbchen von Serumplatten abgestrichen und in 
180 µl ATL-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 20 µl Proteinase K wurde das 
Reaktionsgefäß unter ständigem Schütteln bei 56 °C für ungefähr drei Stunden 
inkubiert, bis die Bakterienzellen lysiert und die Suspension komplett klar erschien. 
Dann wurde zum Ausfällen der Nukleinsäuren 200 µl AL-Puffer zugegeben und für 
zehn Minuten bei 70 °C inkubiert. Abschließend wurden zusätzlich 200 µl Ethanol in 
das Reaktionsgefäß zugegeben und die gesamte Probe auf die mitgelieferte Säule 
geladen um die DNA zu isolieren. Nach einigen Waschschritten wurde die DNA mit 
ddH2O von der Säule eluiert und für spätere Experimente bei -20 °C gelagert. 
Methoden 
 33 
3.3.2 Plasmid-Isolation von E. coli
3.3.2.1 Koch Methode 
Die Bakterien wurden mit Hilfe einer abgeflammten Impföse von der Agarplatte 
gesammelt und in 300 µl STET-Puffer resuspendiert. Um die Bakterienzellen zu 
lysieren und somit die DNA freizusetzen wurden 15 µl Lysozym (10 mg/ml in STET-
Puffer) zugegeben, die Suspension zunächst für fünf Minuten auf Eis inkubiert und 
anschließend für 60 Sekunden bei 100 °C aufgekocht. Das Lysat wurde bei 
Raumtemperatur für 15 Minuten und 13000 rpm zentrifugiert und der Überstand, 
versetzt mit 200 µl Isopropanol, für zehn Minuten bei -20 °C inkubiert, sodass die 
Plasmid-DNA ausfällt. Diese wurde durch eine zehnminütige Zentrifugation bei 13000 
rpm als Pellet gesammelt, welches mit Ethanol (70 %) gewaschen, mit Hilfe der 
Speed Vac unter Vakuum getrocknet und abschließend in 50 µl ddH2O resuspendiert 
wurde. 
3.3.2.2 QIA Prep Spin Miniprep Kit 
Wenn eine Sequenzierung von Plasmid-DNA durchgeführt wurde, wurde zur DNA-
Isolation das QIA Prep Spin Miniprep Kit (Qiagen) entsprechend der Angaben des 
Herstellers verwendet. Nachdem die Bakterienzellen lysiert und die Plasmid-DNA 
ausgefällt wurde, wurde diese in 50 µl ddH2O resuspendiert. 
3.3.3 Polymerase Kettenreaktion 
Zur spezifischen Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) durchgeführt. Dazu wurde eine geringe Menge Ausgangs-DNA 
(template) eingesetzt, an deren DNA-Einzelstränge sich nach Hitzedenaturierung zwei 
komplementäre Oligonukleotidprimer anlagern konnten (annealing), sodass sie den zu 
amplifizierenden Bereich flankierten. Die Verlängerung (elongation) der im Überschuss 
zugegebenen Oligonukleotidprimer entlang der denaturierten template-DNA fand mit 
Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase und Desoxyribonukleotidtriphosphaten 
(dNTPs) statt. Um eine erneute Anlagerung der Oligonukleotidprimer nach der 
Elongation zu ermöglichen, wurde der neu entstandene DNA-Doppelstrang zu Beginn 
jedes Zyklus wieder in zwei Einzelstränge denaturiert. Dadurch wurde eine 
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exponentielle Amplifikation der template-DNA erreicht. Der Erfolg der PCR wurde 
anschließend mittels Agarosegel-Elektrophorese (siehe Kapitel 3.3.4) überprüft und das 
PCR-Produkt bei 4 °C gelagert.  
PCR-Mix zur Verwendung der ExTaq Polymerase: 
1 µl Template-DNA 
1 µl 3‘-Oligonucleotidprimer 
1 µl 5‘-Oligonucleotidprimer 
5 µl 10x ExTaq-Puffer 
5 µl Magnesiumchlorid (MgCl2, 25 mM) 
4 µl dNTPs (2,5 mM) 
22,8 µl ddH2O 
0,2 µl ExTaq-Polymerase 
Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen 









1 min/1000 bp 
30x 
Finale Elongation 68 °C 10 min 1x 
3.3.4 Agarosegel-Elektrophorese 
Zur analytischen Auftrennung von DNA-Proben entsprechend ihres Molekulargewichts 
nach vorangegangener PCR (siehe Kapitel 3.3.3) bzw. zur präparativen Auftrennung 
nach Restriktionsverdau (siehe Kapitel 3.3.6) wurde eine Agarosegel-Elektrophorese 
durchgeführt. Hierbei durchwanderten die DNA-Fragmente für 50 bis 90 Minuten ein 
mit TAE-Puffer bedecktes 1 %iges Agarose-Gel bei einer applizierten Spannung von 
70 mV. Das aufgetragene Probenvolumen betrug 8 µl. Das Agarose-Gel wurde 
anschließend in einem Ethidiumbromid-Bad für ungefähr zehn Minuten angefärbt. Die 
Analyse und Bildgebung der gefärbten DNA-Fragmente erfolgte mit dem 




3 µl DNA-Probe 
5 µl GEBS 
3.3.5 Aufreinigen von DNA-Fragmenten 
DNA-Fragmente, die durch einen Verdau mit Restriktionsendonukleasen (siehe Kapitel 
3.3.6) oder Agarosegel-Elektrophorese (siehe Kapitel 3.3.4) gewonnen wurden, wurden 
vor jeglicher Weiterverarbeitung einem Reinigungsschritt unterzogen um etwaige 
Verunreinigungen der DNA-Probe zu beseitigen. Dafür wurde das illustra GFX PCR 
DNA and Gel Band Purification Kit (GE-Healthcare) entsprechend der Angaben des 
Herstellers verwendet. 
3.3.6 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Analytische DNA-Verdaue erfolgten mit Restriktionsenzymen von Thermo Fisher 
Scientific oder Roche Applied Science sowie den entsprechenden Puffersystemen in 
einem Gesamtvolumen von 10 µl. Nach Inkubation des Verdauansatzes für eine Stunde 
bei 37 °C wurden die entstandenen DNA-Fragmente mittels Agarosegel-Elektrophorese 
analysiert.  
Verdauansatz für analytische Restriktion: 
1 µl 10x Puffer 
4 µl ddH2O 
0,5 µl je Restriktionsendonuklease 
4 µl Proben-DNA 
Zum Nachschneiden von PCR-Fragmenten vor Ligation (siehe Kapitel 3.3.7) wurde das 
komplette PCR-Produkt zuerst aufgereinigt (siehe Kapitel 3.3.5), dann für drei Stunden 
mit den passenden Restriktionsendonukleasen bei 37 °C inkubiert und schließlich einem 
weiteren Reinigungsschritt unterzogen. 
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Präparative Restriktionen wurden in einem Volumen von ca. 50 µl durchgeführt. Nach 
Inkubation der DNA-Probe für drei Stunden bei 37 °C wurden die entstandenen DNA-
Fragmente mittels Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt (siehe Kapitel 3.3.4) und vor 
der sich anschließenden Ligation aufgereinigt (siehe Kapitel 3.3.5).  
Verdauansatz für PCR-Fragmente und präparative Restriktion: 
5 µl 10x Puffer 
1,5 µl je Restriktionsendonuklease 
45 µl Vektor-DNA/aufgereinigtes PCR-Fragment 
3.3.7 Ligation 
Für Ligationen wurden der geschnittene und aufgereinigte Vektor sowie das zu 
inserierende DNA-Fragment (siehe Kapitel 3.3.5, 3.3.6), Ligase-Puffer und eine DNA-
Ligase eingesetzt. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4 °C. Für die Transformation 
in E. coli (siehe Kapitel 3.1.5) wurden 5 µl des Ligationsansatzes verwendet und die 
übrigen 5 µl für maximal 48 Stunden bei 4 °C gelagert.  
Ligationsansatz: 
1 µl Vektor-DNA 
7 µl PCR-Produkt 
1 µl 10x Ligase-Puffer 
1 µl T4-DNA-Ligase 
3.3.8 DNA Sequenzierung und Sequenzanalyse 
DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz, 
Deutschland) durchgeführt. Dafür wurden 5 µl der DNA-Probe mit 5 pmol/ml Primer 
versetzt. Die eingesetzten Sequenzierprimer waren Standardprimer oder selbstgewählte 
Oligonukleotide. Die Analyse der DNA-Sequenzen wurde mit Hilfe der Computer-




3.4.1 Herstellung bakterieller Zelllysate 
Zur Herstellung von Lysaten wurden Bakterien mit einem sterilen Wattestäbchen von 
Agarplatten abgenommen, in PBS suspendiert und auf eine OD550 von zehn eingestellt. 
Nach Zentrifugation der Bakteriensuspension für fünf Minuten bei 4000 g wurde der 
Überstand verworfen, das Bakterienpellet in entsprechendem Volumen PBS 
resuspendiert und mit 2x SDS-Probenpuffer und 5 % des Gesamtvolumens 
Mercaptoethanol versetzt. Die bakteriellen Zelllysate wurden vor dem Auftragen auf ein 
Polyacrylamid-Gel zuerst für zehn Minuten bei 95 °C aufgekocht und anschließend für 
zwei Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert.  
3.4.2 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Auftrennung von Proteinlysaten entsprechend ihres Molekulargewichts geschah mit 
Hilfe einer Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE). 
Hierbei durchwanderten die Proteine zuerst ein Polyacrylamid-Sammel-Gel bei einer 
applizierten Spannung von 100 Volt und anschließend das darunter geschichtete Trenn-
Gel. Sobald die Proteinproben das Sammel-Gel verlassen hatten wurde die Spannung 
auf 130 Volt erhöht. Je nach Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine wurden 
8 % bis 12 %ige Trenn-Gele eingesetzt. Das aufgetragene Probenvolumen betrug 10 µl. 
Die aufgetrennten Proteinlysate wurden anschließend entweder auf eine PVDF-
Membran übertragen und durch Immunoblot analysiert (siehe Kapitel 3.4.4) oder mit 
einer Coomassie Brilliant Blue-Lösung angefärbt (siehe Kapitel 3.4.3). 
Elektrophoresepuffer 250 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, 25 mM Tris-HCl, pH 
8,3 
SDS-Polyacrylamidgel Zusammensetzung für 1 Gel: 
Trenn-Gel 
8 % 10 % 12 % 
Sammel-
Gel 
ddH2O 2,3 ml 1,9 ml 1,6 ml 0,68 ml 
(Bis-) Acrylamid (Rotiphorese®Gel 30) 1,3 ml 1,7 ml 2,0 ml 0,17 ml 
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1,5 M Tris/HCl, pH 8,8 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml - 
1,0 M Tris/HCl, pH 6,8  0,13 ml 
10 % (w/v) SDS  10 µl 
10 % (w/v) Ammoniumperoxidsulfat  10 µl 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 3 µl 2 µl 2 µl 1 µl 
3.4.3 Coomassie Brilliant Blue-Färbung 
SDS-Gele (siehe Kapitel 3.4.2) wurden zuerst für 0,5 bis zwei Stunden unter ständiger 
Bewegung in Coomassie-Färbelösung angefärbt und anschließend für bis zu 48 Stunden 
sanft in Entfärbelösung geschüttelt, bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren.  
Coomassie-Färbelösung 0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250 in 10 % (v/v) 
Methanol, 10 % (v/v) Ethanol, 7,5 % Essigsäure 
Coomassie-Entfärbelösung 10 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Ethanol, 7,5 % (v/v) 
Essigsäure 
3.4.4 Immunoblot (Western Blot) 
3.4.4.1 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membran 
Die über Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennten Protein-
lysate wurden mittels einer Semi-Dry-Blotting Kammer (Biotec-Fischer) und eines 
elektrischen Feldes aus dem Gel eluiert und auf eine PVDF (Polyvinyl-
difluorid)-Membran transferiert. Auf der Anode wurde ein Stapel aus zwei dicken 
Filterpapieren, getränkt in Anode I-Puffer, und zwei dünnen Filterpapieren, getränkt in 
Anode II-Puffer, gebildet. Auf den Stapel wurden dann eine PVDF-Membran, die zuerst 
kurz in Methanol und dann in Kathode-Puffer quellen gelassen wurde, und das SDS-
PAGE-Gel transferiert, gefolgt von wiederum zwei dünnen und zwei dicken 
Filterpapieren, jeweils getränkt in Kathode-Puffer. Für den Transfer der Proteine vom 




Anode I-Puffer 300 mM Tris-HCl, pH 10,4 
10 % Methanol 
Anode II-Puffer 25 mM Tris-HCl, pH 10,4 
10 % Methanol 
Kathode-Puffer 25 mM Tris-HCl, pH 9,6 
40 mM 6-Aminocapronsäure 
10 % Methanol 
3.4.4.2 Immundetektion immobilisierter Proteine 
Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran wurden freie Bindungsstellen 
auf der Membran für eine Stunde mit einer Blockierungslösung gesättigt. Danach wurde 
die Membran mit dem ersten Antikörper (siehe Kapitel 2.9), verdünnt in 
TBST/1 % Milchpulver, für zwei Stunden auf dem Rollmischer inkubiert. Nach drei 
jeweils fünfminütigen Waschschritten, um unspezifisch gebundene Antikörper wieder 
zu entfernen, wurde ein Zweitantikörper (konjugiert mit AP, siehe Kapitel 2.9), 
ebenfalls verdünnt in TBST/1 % Milchpulver zugefügt und die Membran für eine 
Stunde auf dem Rollmischer inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit 
Waschlösung wurde die Membran durch Schwenken in 10 ml Detektionslösung 
entwickelt bis die Proteinbanden sichtbar waren. Die Farbreaktion wurde anschließend 
durch Zugabe von Leitungswasser abgestoppt. 
Blockierungslösung TBST/5 % Milchpulver 
Waschlösung 1x TBST 
Detektionslösung 0,1 M Tris-HCl, pH 9,6 
7 mM MgCl2
0,1 g/l Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) 
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(25 ng/µl) zugefügt und für zwei Stunden bei RT im Dunkeln inkubiert. Daraufhin 
wurden die Proben zuerst einer Proteinfällung unterzogen (siehe Kapitel 3.4.6) und 
dann über SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (siehe Kapitel 3.4.2) aufgetrennt. Die 
Analyse und Bildgebung der SDS-PAGE erfolgte mit dem Geldokumentationssystem 
ChemiDoc™ MP Imaging System (BioRad). Zur Markierung ganzer Bakterienzellen 
wurden die H. pylori-Mutanten analog zu obigem Vorgehen in Probenpuffer 
resuspendiert, in 200 µl Aliquots überführt und direkt anschließend für zwei Stunden 
mit 2 µl FITC-Cadaverin (0,5 mM) und 5 µl gpTG (25 ng/µl) bei RT im Dunkeln 
inkubiert. Die Analyse und Bildgebung der H. pylori-Mutanten erfolgte unter dem 
Fluoreszenzmikroskop (siehe Kapitel 3.6). 
Probenpuffer 20 mM HEPES, pH 8,2 
10 mM MgCl2
0,1 mM EGTA 
5 mM CaCl2
3.4.6 Proteinfällung  
Zum Anreichern von Proteinen wurde die Proteinfällung nach Wessel und Flügge 
durchgeführt. 300 µl der Proteinlösung wurden mit 600 µl Methanol versetzt und kurz 
gevortext und anschließend 200 µl Chloroform und 200 µl ddH2O zugefügt und für 
zwei Minuten geschüttelt. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 4000 rpm wurde der 
Überstand verworfen (Methanol-H2O-Phase), 1 ml Methanol zugefügt, erneut für zwei 
Minuten geschüttelt und fünf Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen, das Pellet in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und anschließend in 20 µl 
1x SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Proteinlysate wurden für zehn Minuten bei 
95 °C aufgekocht, für zwei Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert und anschließend auf 
einem Polyacrylamid-Gel aufgetragen. 
3.4.7 Phosphotyrosin-Assay  
H. pylori ist beim Infektionsprozess eukaryotischer Zellen in der Lage in diese das 
CagA-Protein zu translozieren. Dieses Effektorprotein wird daraufhin in der Wirtszelle 
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phosphoryliert. Dieser Mechanismus wurde genutzt um die Translokationseffizienz von 
CagA in die Wirtszelle zu analysieren. Hierfür wurden AGS-Zellen nach dem 
Standardprotokoll mit H. pylori infiziert (siehe Kapitel 3.2.3) und dann auf Eis 
abgekühlt. Devitale und nicht adhärente AGS-Zellen wurden durch zweimaliges 
Waschen mit PBS* entfernt. Anschließend wurden adhärente Zellen in 1 ml PBS* mit 
Hilfe eines Zellschabers abgelöst, durch Zentrifugation sedimentiert und in 
2x SDS-Probenpuffer für eine Polyacrylamidgel-Elektrophorese resuspendiert (siehe 
Kapitel 3.4.1, 3.4.2). Phosphoryliertes CagA-Protein wurde anschließend mittels 
Immunoblot (siehe Kapitel 3.4.4) mit spezifischen Antikörpern dargestellt (siehe 
Kapitel 2.9). 
3.4.8 ELISA 
Bei einer Infektion mit H. pylori geben AGS-Zellen den Entzündungsmediator 
Interleukin-8 (IL-8) in ihre Umgebung ab. Hierdurch sollen Leukozyten in das 
entzündete Gewebe rekrutiert werden. Durch ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 
Assay) kann die Menge an IL-8, die bei in vitro Infektionsexperimenten von AGS-
Zellen in den Überstand sezerniert wird, quantifiziert werden. Hierfür wurde eine 
durchsichtige 96-Well Mikrotiterplatte (Nunc™ MicroWell™) mit 100 µl des 
sogenannten „Fangantikörper“, hier Į-IL-8 verdünnt in Beschichtungspuffer, 
beschichtet und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Wells 
dreimal mit Waschpuffer gewaschen und danach mit 200 µl Blockierungspuffer 
gesättigt und für zwei bis vier Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
wurden die Wells erneut dreimal gewaschen und je 100 µl des zu analysierenden 
Überstandes von AGS-Zellen aus in vitro Infektionsexperimenten (siehe Kapitel 3.2.3) 
(verdünnt in RPMI/10 % FCS) zugegeben. Um eine quantitative Bestimmung der IL-8 
Konzentration in den Zellkulturüberständen zu ermöglichen, wurde in der 96-Well 
Mikrotiterplatte ebenfalls eine Verdünnungsreihe von humanem IL-8 (BD OptEIA™, 
BD Biosciences) mit bekannten Konzentrationen angelegt. Die IL-8 Konzentrationen 
reichten hierbei von 0 bis 800 µg/ml. Die Mikrotiterplatte wurde über Nacht bei 4 °C 
inkubiert. Am nächsten Tag wurde sie viermal mit Waschpuffer gewaschen um 
ungebundenes IL-8 zu entfernen und danach je Well 100 µl biotinylierter Į-IL-8 
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Antikörper zugegeben (0,5 µg/ml in Blockierungspuffer). Nach zweistündiger 
Inkubation bei Raumtemperatur und vier weiteren Waschschritten wurden je Well 
100 µl einer Streptavidin-Biotin-POX-Lösung zugegeben (Biozol) und für eine weitere 
Stunde inkubiert. Anschließend wurde die Mikrotiterplatte sechsmal mit Waschpuffer 
gewaschen und je Well 100 µl einer Tetramethylbenzidin-Lösung (TMB Substrate 
Reagent Set, BD OptEIA™, BD Biosciences) zugegeben und für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Durch Zugabe von 50 µl 1 M Schwefelsäure 
(H2SO4) je Well wurde das zuvor blaue TMB gelb gefärbt und die optische Dichte der 
Proben konnte bei einer OD450 bestimmt werden (CLARIOstar®, BMG Labtech). 
Durch Verrechnung mit der Standard-Verdünnungsreihe von humanem IL-8 mit 
bekannten Konzentrationen konnten die daraus resultierenden IL-8-Mengen je Probe 
quantifiziert werden. 
Beschichtungspuffer 3 µg/ml Į-IL-8 in 100 mM Na2HPO4, pH 9,0 
Waschpuffer PBS substituiert mit 0,05 % Tween-20 
Blockierungspuffer PBS substituiert mit 0,05 % Tween-20 und 10 % FCS 
Streptavidin-Biotin-POX-
Lösung 
für eine 96-Well Mikrotiterplatte: 
1,5 µl Lösung A 
1,5 µl Lösung B 
in 10 ml 50 mM Tris-HCl, pH 7,6 
3.4.9 TEM-1-CagA-Translokations-Assay
Der TEM-1-CagA-Translokations-Assay ist eine neuartige Methode zur Quantifizierung 
der Translokation des Effektorproteins CagA in die eukaryotische Zelle. Es basiert auf 
der Fusion des Effektorproteins mit der ȕ-Laktamase TEM-1. Nach Sekretion des 
Fusionsproteins TEM-1-CagA in die eukaryotische Zielzelle wird das fluoreszierende 
ȕ-Laktamase-Substrat CCF4-AM zugegeben. Die Spaltung dieses Substrats durch die 
ȕ-Laktamase inhibiert dessen fluorescence resonance energy transfer (FRET), was zu 
einem veränderten Fluoreszenzsignal führt, von grün zu blau, und somit eine 
quantitative Auswertung ermöglicht (Schindele et al., 2016). 
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Dafür wurden AGS-Zellen ausschließlich mit H. pylori-Mutanten infiziert, die ein 
TEM-1-CagA Fusionsprotein produzierten (siehe Kapitel 2.1.2). Die AGS-Zellen 
wurden für zweieinhalb Stunden mit einer Bakterien-OD550 von 0,1 in einer schwarzen 
96-Well Platte mit durchsichtigem Boden (96-Well Costar® Zellkulturplatten, Corning 
Inc.) unter Standardbedingungen infiziert (siehe Kapitel 3.2.3). Anschließend wurden 
die Zellen mit dem an einen fluoreszierenden Farbstoff gekoppelten Substrat 
CCF4-AM, ein Cephalosporin, verdünnt in der dazugehörigen Ladelösung 
(LiveBLAzer™-FRET B/G Loading Kit, Invitrogen) beladen und für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Messung der Fluoreszenz-Intensität wurde 
mit einem Plattenlesegerät (CLARIOstar®, BMG Labtech) bei einer 
Anregungswellenlänge von 405 nm (10 nm Bandbreite) durchgeführt. Die 
Lichtemission wurde bei 460 nm (20 nm Bandbreite, blaue Fluoreszenz) und bei 
530 nm (15 nm Bandbreite, grüne Fluoreszenz) detektiert. Als Quantifizierung der 
Translokation von CagA wurde das Blau-zu-Grün-Verhältnis definiert, also der 
Absolutwert der Lichtemission bei 460 nm(Probe–Leerwert), geteilt durch Absolutwert bei 
530 nm(Probe–Leerwert). Als Leerwert wurden Wells genutzt die ausschließlich mit 
CCF4-AM und der dazugehörigen Ladelösung beladen wurden, jedoch nicht mit AGS-
Zellen oder Bakterien. Um die relative CagA-Translokations-Effizienz zu bestimmen 
wurden zusätzlich die AGS-Zellen eines Wells mit einer Positivkontrolle, P12[TEM-
CagA], und eines weiteren Wells mit einer Negativkontrolle, P12[TEM-CagA]ǻcagT, 
infiziert. Die relative CagA-Translokation einer H. pylori-Mutante wurde wie folgt 
berechnet: (Blau-zu-Grün-Verhältnis(Probe-Negativkontrolle) / Blau-zu-Grün-
Verhältnis(Positivkontrolle-Negativkontrolle)) * 100 
Beladelösung für 20 Wells (1 ml): 
1 µl Lösung A (1mM CCF4-AM) 
10 µl Lösung B 
156 µl Lösung C 
5 µl Probenecid (200 mM, Sigma-Aldrich, USA) 
828 µl PBS 
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3.4.10 Zellfraktionierung durch Ultrazentrifugation  
Um Membran- und Plasmaphasen von H. pylori voneinander zu separieren wurden 
Zellfraktionierungen durch Ultrazentrifugation durchgeführt. Die zu untersuchenden 
H. pylori-Mutanten mit fusionierten Molekular-Tags wurden auf Serumplatten 
angezogen und mit einer OD550 von 30 in TBS*-Puffer resuspendiert. Die Bakterien-
Lysate wurden anschließend auf Eis gelagert und durch Ultraschall aufgeschlossen 
(duty cycle 75, output control 8, Sonifier™ 450, Branson Ultrasonics™). Die 
Abtrennung ganzer Zellen erfolgte durch Zentrifugation (30 Minuten bei 13.000 rpm, 
4 °C). Der Überstand wurde in Ultrazentrifugenröhrchen überführt. In der 
Ultrazentrifuge (60 Minuten bei 100.000 rpm, 450.000 g, 4 °C) wurden die löslichen 
Bakterienproteine der Plasmaphase (Überstand) von den unlöslichen, 
membrangebundenen Proteinen (Pellet) abgetrennt. Um die in der Plasmaphase 
vorliegenden Proteine, und deren Interaktionspartner, zu bestimmen, wurde der 
Überstand durch tandem-affinity-purification (siehe Kapitel 3.5.2) analysiert. Die 
membrangebundenen Proteine, die zuvor im Pellet gesammelt wurden, wurden, durch 
Zugabe von RIPA* und Inkubation für eine Stunde auf dem Rollmischer bei 4 °C, 
extrahiert und ebenfalls in Lösung gebracht. Nicht-extrahierte Membranproteine wurden 
durch Ultrazentrifugation (60 Minuten bei 100.000 rpm, 450.000 g, 4 °C) abgetrennt 
und als Pellet gesammelt. Um die ehemals membrangebundenen Proteine und deren 
Interaktionspartner zu bestimmen, wurde der Überstand der zweiten Ultrazentrifugation 
ebenfalls durch tandem-affinity-purification (siehe Kapitel 3.5.2) analysiert. 
TBS 15 mM NaCl,  





Um Protein-Protein Interaktionen nachzuweisen wurde die Immunpräzipitation 
eingesetzt. Indem dem Protein-Lysat Antikörper zugegeben wurden, die spezifisch mit 
Molekular-Tags interagierten, welche zuvor an die zu untersuchenden 
H. pylori-Proteine fusioniert wurden, konnten diese Proteine mitsamt ihrer 
Interaktionspartner aus dem Protein-Lysat abgetrennt werden. Dies erfolgte mit Hilfe 
von an Agarosekugeln gekoppeltem Protein G, welches mit hoher Spezifität an die 
FC-Region von Immunglobulinen bindet. Die zu untersuchenden H. pylori-Mutanten mit 
fusionierten Molekular-Tags wurden auf Serumplatten angezogen und mit einer OD550
von 30 in RIPA*-Puffer resuspendiert. Die Bakterien-Lysate wurden anschließend auf 
Eis gelagert und durch Ultraschall aufgeschlossen (duty cycle 75, output control 8, 
Sonifier™ 450, Branson Ultrasonics™). Die Abtrennung ganzer Zellen erfolgte durch 
Zentrifugation (zehn Minuten bei 13.000 rpm, 4 °C). Dem Überstand wurde der 
entsprechende Antikörper zugefügt (ĮM45 1:10; ĮHA 1:100) und über Nacht bei 4 °C 
auf dem Rollmischer inkubiert. Daraufhin wurde den Proben 50 µl Protein G-Agarose 
zugefügt und für weitere zwei Stunden bei 4 °C auf dem Rollmischer inkubiert. Um 
unspezifisch an die Agarosekugeln gebundene Proteine zu entfernen, wurden die Proben 
zuletzt dreimal mit RIPA*-Puffer gewaschen. Die Proteinkomplexe wurden durch 
Aufkochen in 2xSDS-Probenpuffer (siehe Kapitel 3.4.1) wieder von den Agarosekugeln 
abgelöst und anschließend durch SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (siehe Kapitel 
3.4.2) und Immunoblot (siehe Kapitel 3.4.4) analysiert. 
3.5.2 tandem-affinity-purification 
Zur Reduktion unspezifisch präzipitierender Proteine bei der Immunpräzipitation wurde 
die tandem-affinity-purification eingesetzt. Hierfür wurden H. pylori-Mutanten 
verwendet, die jeweils an zwei separaten Proteinen fusionierte Molekular-Tags
enthielten (siehe Transformationsschema 4.1.4). Dabei wurde in einem ersten Schritt 
das gewünschte Protein mitsamt seiner Interaktionspartner mittels des fusionierten 
Molekular-Tags immunpräzipitiert (siehe Kapitel 3.5.1). Anschließend wurde der an die 
Protein G-Agarose gebundene Proteinkomplex wieder eluiert. Hierfür wurde zum 
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Proteinlysat Glycin zugegeben (100 mM, pH 2,7) und für 30 Minuten bei 4 °C auf dem 
Rollmischer inkubiert. Die so gewonnene Suspension wurde mit 1 M Tris-HCl (pH 9,6) 
wieder auf einen neutralen pH-Wert gebracht und anschließend mittels des fusionierten 
zweiten Molekular-Tags eine weitere Immunpräzipitation durchgeführt. Die Immun-
präzipitate wurden anschließend wieder in 2xSDS-Probenpuffer solubilisiert und durch 
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (siehe Kapitel 3.4.2) und Immunoblot (siehe 
Kapitel 3.4.4) analysiert. 
3.5.3 Immunfluoreszenz 
Um die Lokalisation zweier Proteine in der Bakterienzelle mikroskopisch darzustellen, 
wurden Doppel-Immunfluoreszenzfärbungen mit Proteinen mit fusionierten Tags
durchgeführt. Zur Detektion intrazellulärer Proteine wurden die Zellen mit Triton X-100 
permeabilisiert. Es wurden die Vertiefungen einer 24-Well Platte mit Deckgläschen 
versehen und die zu untersuchenden H. pylori-Mutanten mit einem sterilen 
Wattestäbchen von Serumplatten gestrichen und in PBS resuspendiert. In jedes Well 
wurde 1 ml der Bakteriensuspension mit einer OD550 von 0,2 überführt. Zum 
Immobilisieren der Bakterien auf den Deckgläschen wurde sie zuerst für fünf Minuten 
bei 3.500 rpm zentrifugiert und anschließend über Nacht mit Paraformaldehyd 
inkubiert. Nach Fixation der Bakterien auf den Deckgläschen wurden freie 
Bindungsstellen mit einer Blockierungslösung für fünf Minuten gesättigt. Danach 
wurden die Deckgläschen mit den Erstantikörpern (siehe Kapitel 2.9), verdünnt in PBS, 
für eine Stunde in einer lichtgeschützten, feuchten Kammer inkubiert. Nach drei jeweils 
fünfminütigen Waschschritten mit PBS, um unspezifisch gebundene Antikörper wieder 
zu entfernen, wurden in gleicher Vorgehensweise die an Fluoreszenzfarbstoff 
gekoppelten Zweitantikörper zugegeben. Nach einstündiger Inkubation und den 
darauffolgenden Waschschritten wurden die fixierten Proben zum Anfärben 
chromosomaler DNA für 5 Minuten unter den selben Bedingungen wie zuvor mit 4ƍ,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) inkubiert. Die Deckgläschen wurden einmal erneut mit 
PBS gewaschen, mit Eindeckmittel auf einem Objektträger fixiert und danach in einer 
lichtgeschützten Box bei 4 °C aufbewahrt. Die weitere Analyse der Proben erfolgte mit 
dem Konfokalmikroskop (siehe Kapitel 3.6). 
Methoden 
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Permeabilisierungs-Lösung PBS substituiert mit 0,1 % Triton X-100 
Blockierungs-Lösung PBS substituiert mit 0,2 % Rinderserumalbumin (BSA, 
Sigma-Aldrich, USA) 
Eindeckmittel Dako fluorescent mounting medium (Dako North 
America Inc, Carpinteria, USA) 
3.6 Bildgebung mit dem Konfokal- und Fluoreszenzmikroskop 
Die mikroskopische Betrachtung von Bakterien nach Immunfluoreszenzfärbung (siehe 
Kapitel 3.5.3) erfolgte mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop (TCS SP 5 II, 
Leica). Zur mikroskopischen Betrachtung von Bakterien nach Labeling mit 
FITC-Cadaverin (siehe Kapitel 3.4.5) wurde das Fluoreszenzmikroskop verwendet (DM 
IRB, Leica). Die Bilder wurden digital gespeichert und mit der Software Fiji (ImageJ) 
bearbeitet. 
3.7 Statistische Auswertung 
Alle Werte sind Mittelwerte von mindestens drei unabhängig voneinander 
durchgeführten Experimenten +/- (tcrit * Standardfehler). Dabei wurde der 
Standardfehler berechnet, indem die Standardabweichung durch die Wurzel von (N-1) 







4.1 Visualisierung von CagH und CagL 
Die genaue Lokalisation von CagH und CagL in der Zelle sowie die Funktion beider 
Proteine konnte bisher nicht ausreichend geklärt werden. Es liegen Hinweise vor, dass 
CagL direkt an der Pilusstruktur beteiligt ist. CagH hingegen scheint eine 
Kontrollfunktion bei dem korrekten Zusammenbau der Pili einzunehmen (Shaffer et al., 
2011). Nachdem elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen konnten, dass das 
vermutliche VirB5-Ortholog CagL auf der Oberfläche der Bakterienzelle, genauer der 
Pilus-Spitze, lokalisiert ist und da ebenfalls bekannt ist, dass CagL mit CagH und CagI 
interagiert, liegt die Vermutung nahe, dass auch diese beiden Proteine auf der 
Bakterienoberfläche lokalisiert sind (Backert et al., 2008; Kwok et al., 2007; Pham et 
al., 2012; Shaffer et al., 2011). Um CagH und CagL, für die bisher keine genügend 
spezifischen Antikörper vorliegen, besser untersuchen zu können, sollten 
H. pylori-Mutanten erzeugt werden, welche die beiden Proteine mitsamt einem 
fusionierten Epitop-Tag produzieren. Diese sollten anschließend in der Bakterienzelle 
visualisiert werden. Die kodierenden Sequenzen für die Tags sollten so in die 
Genabschnitte integriert werden, dass weder Signal-Sequenzen noch Funktion 
beeinflusst werden. Als erstes wurden die beiden Proteine mit einem sogenannten 
Q-Tag fusioniert um sie anschließend zu visualisieren. Dieser Tag besteht aus sechs 
Aminosäuren und verdankt seinen Namen der Aminosäure Glutamin, welche dreimal 
aufeinanderfolgend in ihm vorkommt (GQQQLG) (Lin & Ting, 2006). Durch das 
Enzym Transglutaminase kann der Q-Tag mit dem Substrat Cadaverin, welches 
gekoppelt an den Fluoreszenzfarbstoff FITC vorliegt, ligiert und das dabei emittierte 
Fluoreszenz-Signal anschließend detektiert werden. Ein Vorteil bei Verwendung des 
Q-Tags liegt darin, dass dieser sehr klein ist, sodass die Funktion der markierten 
Proteine nicht gestört werden sollte. Des Weiteren geht die enzymatische Kopplung des 
Cadaverins an Glutamin durch Transglutaminase auch in vivo von statten, sodass bei 





4.1.1 Generierung von H. pylori-Mutanten mit einem mit CagH fusionierten 
Q-Tag 
Zur Konstruktion des Plasmids pAM1, welches die genetischen Informationen für CagH 
mit fusioniertem Q-Tag enthält, wurde das Gen cagH mit Hilfe des Primerpaares 
WS638 und WS663 von der template-DNA P12 WT amplifiziert und über die 
Restriktionsschnittstellen NdeI und NotI zusammen mit dem Q-Tag-Fragment in den 
Expressionsvektor pLH2∆babA ligiert (Abbildung 4.1.1). Das resultierende Plasmid 
wurde in E. coli Top10 transformiert und die Bakterien auf geeigneten Selektionsplatten 
ausplattiert. Nach Isolierung und Sequenzierung des Plasmids wurde pAM1 
anschließend in eine H. pylori∆cagH-Mutante transformiert, wo es unter der Kontrolle 
des alpA-Promotors produziert wurde. Zur funktionellen Analyse der generierten 
Mutanten wurden Ganzzell-Lysate mittels SDS-PAGE und darauffolgendem 
Immunoblot auf Produktion von CagH und CagA untersucht und Infektionsansätze von 
AGS-Zellen in Bezug auf phosphoryliertes CagA analysiert (Abbildung 4.1.2 A). Als 
Positivkontrolle wurde der WT-H. pylori-Stamm P12 verwendet, als Negativkontrolle 
eine H. pylori∆cagH-Mutante. Die Ergebnisse zeigen, dass die generierten Mutanten 
CagH und CagA in einer mit dem Wildtyp vergleichbaren Menge produzieren und, dass 
CagA bei Infektionsexperimenten mit AGS-Zellen auch Tyrosin-phosphoryliert wird. 
Durch Untersuchung von AGS-Zellkulturüberständen nach Infektionsexperimenten mit 
den dargestellten H. pylori-Stämmen mittels ELISA konnte gezeigt werden, dass auch 
die IL-8-Induktion nahezu der des Wildtyps P12 entspricht (Abbildung 4.1.2 B). Die 
Ergebnisse zeigen, dass die Fusion von CagH mit einem Q-Tag keinen negativen Effekt 








Abbildung 4.1.1: Generierung von H. pylori-Mutanten mit einem mit CagH fusionierten Q-Tag 
Unter Verwendung der Primer WS638 und WS663 wurde der N-Terminus von CagH mit einem Q-Tag fusioniert. 
Dieses Konstrukt wurde anschließend in eine P12∆cagH-Mutante transformiert, wo es unter der Kontrolle des 





Abbildung 4.1.2: Funktionelle Analyse der H. pylori-Mutanten mit einem mit CagH fusionierten Q-Tag 
(A) Ganzzell-Lysate der dargestellten H. pylori-Mutanten wurden mittels SDS-PAGE und darauffolgendem 
Immunoblot auf Produktion von CagH und CagA analysiert. Infektionsansätze mit AGS-Zellen wurden auf 
Produktion Tyrosin-phosphorylierten CagA‘s analysiert. (B) AGS-Zellkulturüberstände von Infektionsansätzen der 
dargestellten H. pylori-Mutanten wurden mittels ELISA auf sezerniertes IL-8 analysiert. Die IL-8-Induktion ist in 





4.1.2 Generierung von H. pylori-Mutanten mit einem mit CagL fusionierten 
Q-Tag 
Zur Konstruktion des Plasmids pAM2 wurde das Gen cagL mit Hilfe des Primerpaares 
WS662 und WS643 vom template-Plasmid pWS255 durch inverse PCR amplifiziert 
und anschließend rückligiert. Dadurch wurde ein Q-Tag hinter die für die N-terminale 
Signalsequenz kodierende DNA kloniert, Aminosäureposition 22 (Abbildung 4.1.3). 
Nach erfolgter Sequenzierung wurde pAM2 in eine H. pylori∆cagL-Mutante 
transformiert, wo es in den recA-locus integriert und unter der Kontrolle des 
cagA-Promotors produziert wurde. Die funktionelle Analyse der generierten Mutanten 
geschah analog zu der Überprüfung der H. pylori-Mutanten mit einem mit CagH 
fusionierten Q-Tag (siehe Kapitel 4.1.1). Die Ergebnisse zeigen, dass die generierten 
Mutanten CagL und CagA in einer mit dem Wildtyp vergleichbaren Menge produzieren 
und, dass CagA bei Infektionsexperimenten mit AGS-Zellen auch Tyrosin-
phosphoryliert wird (Abbildung 4.1.4 A). Auch die IL-8-Induktion, nachgewiesen durch 
Untersuchung von AGS-Zellkulturüberständen nach Infektionsexperimenten mit den 
dargestellten H. pylori-Stämmen mittels ELISA, entspricht dem des Wildtyps P12 
(Abbildung 4.1.4 B). Die Ergebnisse zeigen, dass auch die Fusion von CagL mit einem 










Abbildung 4.1.3: Generierung von H. pylori-Mutanten mit einem mit CagL fusionierten Q-Tag 
Unter Verwendung der Primer WS662 und WS643 wurde der N-Terminus von CagL mit einem Q-Tag fusioniert. 
Dieses Konstrukt wurde anschließend in eine P12∆cagL-Mutante transformiert, wo es in den recA-locus eingebaut 






Abbildung 4.1.4: Funktionelle Analyse der H. pylori-Mutanten mit einem mit CagL fusionierten Q-Tag  
(A) Ganzzell-Lysate der dargestellten H. pylori-Mutanten wurden mittels SDS-PAGE und darauffolgendem 
Immunoblot auf Produktion von CagL und CagA analysiert. Infektionsansätze mit AGS-Zellen wurden auf 
Produktion Tyrosin-phosphorylierten CagA‘s analysiert. (B) AGS-Zellkulturüberstände von Infektionsansätzen der 
dargestellten H. pylori-Mutanten wurden mittels ELISA auf sezerniertes IL-8 analysiert. Die IL-8-Induktion ist in 







4.1.3 Visualisierung des mit CagH bzw. CagL fusionierten Q-Tags 
Nun sollten die mit einem Q-Tag fusionierten Proteine visualisiert werden. Nach 
Inkubation der Bakterien-Suspensionen mit dem Enzym gp-Transglutaminase und dem 
an das Substrat Cadaverin ligierten Fluoreszenzfarbstoff FITC (siehe Kapitel 3.4.5) 
wurden die Mutanten fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Als Negativkontrolle wurde 
der Wildtyp-Stamm P12 verwendet. Leider zeigte sich, dass trotz wiederholter Versuche 
keine differenzierte Anfärbung der gewünschten Proteine möglich war (Abbildung 
4.1.5 A). Alternativ wurde versucht zuerst die Bakterien-Mutanten durch 
Ultraschall-Behandlung aufzuschließen, sie anschließend unter Lichtausschluss mit 
Transglutaminase und FITC-Cadaverin zu inkubieren und das Bakterienlysat 
anschließend über SDS-PAGE in die einzelnen Proteinbanden aufzutrennen. Mit Hilfe 
des ChemiDoc™ MP Imaging-Systems sollte dann eine fluoreszierende Bande mit der 
Größe von 29 kD, entsprechend CagL mit fusioniertem Q-Tag, bzw. 39 kD, 
entsprechend CagH mit fusioniertem Q-Tag, sichtbar sein. Auch diese 
Herangehensweise schlug fehl, da ebenfalls in der Negativkontrolle P12 eine 
unspezifische Interaktion von FITC-Cadaverin mit verschiedenen Wildtyp-






Abbildung 4.1.5. Visualisierung der H. pylori-Mutanten mit einem mit CagH bzw. CagL fusionierten Q-Tag 
(A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach FITC-Cadaverin-Labeling der H. pylori-Mutanten P12 [Q-CagH] 
(a1, a2), P12 [Q-CagL] (b1, b2) und dem Wildtyp-Stamm P12 (c1, c2) als Negativkontrolle. Mikroskopische 
Aufnahmen der Bakterienproben im Phasenkontrast (a1, b1, c1). Mikroskopische Aufnahmen der Bakterienproben 
durch grünen Filter (a2, b2, c2). (B) Bildgebung eines Polyacrylamid-Gels mit dem 
ChemiDoc™ MP Imaging System nach vorangegangenem Labeling der dargestellten Bakterienlysate mit 






4.1.4 Generierung von H. pylori-Doppelmutanten mit einem mit CagH 
fusionierten M45- bzw. HA-Tag und einem mit CagL fusionierten myc-Tag 
Nachdem die Visualisierung von CagH und CagL mittels fusionierter Q-Tags nicht 
erfolgreich war, wurde ein neuer experimenteller Ansatz verfolgt. Da die beiden 
Proteine durch Fusion der Tags zuvor nicht in ihrer Funktion gestört wurden, wurden 
die Insertionsstellen für die Q-Tags im Genom beibehalten und nun mit den 
Epitop-Tags Hemagglutinin (HA), M45 und myc versehen. Im Gegensatz zum Q-Tag 
werden diese nicht durch das Enzym Transglutaminase sondern durch spezifische 
Antikörper mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert. Des Weiteren wurden 
H. pylori-Doppelmutanten erzeugt. Ziel war es, CagH und CagL innerhalb einer 
Bakterienzelle zu visualisieren und dadurch einen noch größeren Informationsgewinn, 
z.B. in Bezug auf eine Interaktion der beiden Proteine, zu erhalten. 
Zur Konstruktion des Plasmids pAM3, welches die genetischen Informationen für CagH 
mit fusioniertem M45-Tag enthält, wurde das Gen cagH mit Hilfe des Primerpaares 
WS672 und AM01 von der template-DNA P12 WT amplifiziert und über die 
Restriktionsschnittstellen NdeI und NotI in den Expressionsvektor pWS546∆cagHIL 
ligiert. In gleicher Weise wurde parallel dazu das Plasmid pAM4 konstruiert, welches 
die genetischen Informationen für CagH mit fusioniertem HA-Tag enthält. Dafür wurde 
das Gen cagH mit Hilfe des Primerpaares WS672 und AM02 von der template-DNA 
P12 Wildtyp amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen NdeI und NotI in den 
Expressionsvektor pWS546∆cagHIL ligiert. Die resultierenden Plasmide pAM3 und 
pAM4 wurden jeweils in eine H. pylori∆cagHIL-Mutante transformiert, wo sie unter 
der Kontrolle des alpA-Promotors produziert wurden (Abbildung 4.1.6). Anschließend 
wurden die generierten H. pylori-Mutanten zusätzlich mit dem Plasmid pWS569 
transformiert, welches analog zu pAM2 (siehe Kapitel 4.1.2) hergestellt wurde, jedoch 
die genetischen Informationen für einen myc-Tag anstelle eines Q-Tags enthielt. Das 
Plasmid wurde in der Zielbakterienzelle in den recA-locus integriert, wo dessen 
genetische Informationen unter der Kontrolle des cagA-Promotors exprimiert wurden 
(Abbildung 4.1.7). Zur funktionellen Analyse der generierten H. pylori-Doppelmutanten 





Immunoblot auf Expression von myc-CagL und M45- bzw. HA-CagH analysiert 
wurden. Dazu wurden α-myc- sowie α-M45- bzw. α-HA-Antiseren verwendet. Als 
Kontrolle wurde ein Wild-typ-H. pylori-Stamm mitgeführt. Die Ergebnisse zeigen, dass 
die generierten Doppel-mutanten CagH mitsamt dem jeweils fusionierten Epitop-Tag 
sowie myc-CagL produzieren (Abbildung 4.1.8 A und B). Die per Immunoblot 
nachweisbaren Proteinmengen scheinen vergleichbar mit der des Wildtyps zu sein. 
Durch Untersuchung mittels TEM-1-Translokations-Assay von AGS-Zellkultur-
überständen nach Infektionsexperimenten mit den dargestellten H. pylori-Doppel-
mutanten konnte gezeigt werden, dass die CagA-Translokationseffizienz bei beiden 
H. pylori-Stämmen nahezu dem des Wildtyps entspricht (Abbildung 4.1.8 C). Die 
Ergebnisse zeigen, dass die Fusion von CagH mit einem M45- bzw. HA-Tag sowie die 
Fusion von CagL mit einem myc-Tag keinen negativen Effekt auf die Funktion der 











Abbildung 4.1.6: Generierung von H. pylori-Mutanten mit einem mit CagH fusionierten Epitop-Tag 
Generierung von [M45/HA-CagH]-Fusionsproteinen. Unter Verwendung der Primer WS672 und AM01 bzw. AM02 
wurde der N-Terminus von CagH mit einem M45 bzw. HA-Tag fusioniert. Dieses Konstrukt wurde anschließend 
sowohl in eine P12∆cagHIL-Mutante, als auch in eine P12∆cagHIL-Mutante mit Expression eines TEM-1-





Abbildung 4.1.7: Generierung von H. pylori-Mutanten mit einem mit CagL fusionierten Epitop-Tag 
Generierung von [myc-CagL]-Fusionsproteinen. Die zuvor generierten Mutanten (Abbildung 4.1.6) wurden mit 
einem Plasmid, das für die Expression eines myc-CagL-Fusionsproteins kodiert, transformiert. Das myc-
cagL-Konstrukt wurde in den Zielzellen in den recA-locus integriert, wo die genetische Information unter der 
Kontrolle des alpA-Promotors exprimiert wurde. Somit wurden P12- bzw. RNP3-Doppelmutanten generiert, mit 






Abbildung 4.1.8: Funktionelle Analyse der [M45/HA-CagH] [myc-CagL]-Doppelmutanten 
(A), (B) Ganzzell-Lysate der dargestellten H. pylori-Mutanten wurden mittels SDS-PAGE und darauffolgendem 
Immunoblot auf Expression von [M45-CagH] bzw. [HA-CagH] sowie [myc-CagL] analysiert. (C) 
CagA-Translokation (%) von RNP3-Mutanten mit [M45/HA-CagH] und [myc-CagL]. Die CagA-
Translokationseffizienz wurde durch Infektionsexperimente mit AGS-Zellen und subsequenter Analyse mittels TEM-
1-Translokations-Assay ermittelt. Sie ist in Relation zum WT (RNP3) in Prozent angegeben. Die dargestellten Daten 








4.1.5 Visualisierung von Epitop-getaggtem CagH und Epitop-getaggtem CagL 
mittels Immunfluoreszenz 
Nun war das Ziel die H. pylori-Doppelmutanten mit einem an CagH sowie CagL 
fusionierten Epitop-Tag unter dem Konfokalmikroskop zu visualisieren. Dadurch 
sollten die Expression sowie das Verteilungsmuster der beiden Proteine auf bzw. in der 
Bakterienzelle dargestellt werden. Dafür wurden die zu untersuchenden Proteine mit 
Antikörpern markiert, welche wiederum von einem Zweitantikörper, der selbst an einen 
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt wurde, erkannt wurde (siehe Kapitel 3.5.3). Zur 
Markierung von M45- bzw. HA-CagH wurde der rote Fluoreszenzfarbstoff 
Alexa Fluor® 555 verwendet, zur Markierung von myc-CagL wurde der grüne 
Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488 verwendet. Die Bakterielle DNA ist nach 
Anfärbung mit DAPI in blau dargestellt (Abbildung 4.1.9). Die Ergebnisse zeigen, dass 
CagH und CagL durch die Fusion mit Epitop-Tags selektiv angefärbt werden konnten. 
Das Expressionsmuster ergibt im direkten Vergleich von permeabilisierten und 
nicht-permeabilisierten Proben keinen Unterschied, was ein Hinweis dafür sein könnte, 
dass diese Proteine auf der Oberfläche der Bakterienzellen exponiert werden. Außerdem 
legen die Ergebnisse den Anschein nahe, dass besonders CagL eigenständig in einem 
regelmäßigen Muster auf der Bakterienoberfläche verteilt ist. CagH hingegen konnte 
nur in direkter Nähe zu CagL auf der Bakterienoberfläche lokalisiert werden. So konnte 
das emittierte Signal von CagH entweder genau neben einem CagL-Signal detektiert 
werden, sodass ein rotes Signal genau neben einem grünen Signal abgebildet wurde, 
oder überlagernd mit einem CagL-Signal, sodass ein gelbes Signal abgebildet wurde. 
Das gelbe Signal, welches eventuell einen Hinweis auf eine direkte Interaktion 
zwischen CagH und CagL geben könnte, schien dabei vor allem an den Bakterienpolen 
lokalisiert zu sein. Die Experimente wurden sowohl mit der [M45-CagH] [myc-
CagL]- als auch der [HA-CagH] [myc-CagL]-Doppelmutante mehrfach durchgeführt. 
Dabei schienen sich im Expressionsmuster zwischen den beiden Mutanten keine 
Unterschiede zu ergeben. Im direkten Vergleich scheint jedoch eine schwächere 
Detektion des αHA-Antikörpers im Vergleich zum αM45-Antikörper durch 
Alexa Fluor® 555 vorzuliegen. Als Negativkontrolle wurde ein WT-H. pylori-Stamm 






Abbildung 4.1.9: Visualisierung der [M45/HA-CagH] [myc-CagL]-Doppelmutanten 
Konfokalmikroskopische Aufnahmen nach Doppel-Immunfluoreszenzfärbung der H. pylori-Stämme RNP3 [M45-
CagH] [myc-CagL] (A bis F), RNP3 [HA-CagH] [myc-CagL] (G, H) und der Negativkontrolle RNP3 (I). Die 
Mutanten wurden durch Bindung von rotem Alexa Fluor® 555 an αM45 (A bis F) bzw. αHA (G, H), Bindung von 
grünem Alexa Fluor® 488 an αmyc (A bis H) und Bindung von Alexa Fluor® 647 an αH. pylori (E; dargestellt in 
pink) markiert. Die Anfärbung der bakteriellen DNA geschah mit DAPI (dargestellt in blau). Zur Detektion 
intrazellulärer Proteine wurden die Bakterienzellen vor der Doppel-Immunfluoreszenzfärbung mit Triton X-100 









4.2 Interaktionen von CagH, CagI und CagL 
Bereits frühere Experimente gaben Hinweise darauf, dass CagH, CagI und CagL 
miteinander interagieren, da bei Experimenten mit Deletion eines einzelnen Proteins aus 
besagter Gruppe auch die übrigen beiden Proteine nur in einem geringeren Maß 
produziert wurden (Pham et al., 2012). Durch die Spezifität der gegen die Epitop-Tags 
wirksamen Antikörper sollte diese Vermutung bestätigt werden sowie der Ort der 
Interaktion in der Bakterienzelle ermittelt werden. Dazu wurden von den [HA-
CagH] [myc-CagL]- und [M45-CagH] [myc-CagL]-Doppelmutanten (siehe Kapitel 
4.1.4) Bakterienlysate hergestellt und anschließend Immunpräzipitationen (siehe Kapitel 
3.5.1) durchgeführt. Die Proteine wurden anschließend durch SDS-PAGE entsprechend 
ihrer Größe aufgetrennt und mittels Immunoblot analysiert. 
4.2.1 Identifizierung interagierender Proteine durch Immunpräzipitation 
Es wurden H. pylori-Zelllysate verwendet, welche durch einen detergenzienhaltigen 
Puffer und Ultraschallbehandlung erhalten wurden. Nicht aufgeschlossene 
Bakterienzellen wurden durch Zentrifugation abgetrennt. Aus dem Proteinlysat wurde 
CagH mittels des fusionierten HA- bzw. M45-Tag immunpräzipitiert und eine 
Co-Präzipitation von CagI durch Immunoblot nachgewiesen. Eine Co-Präzipitation von 
CagL konnte nur bei der [HA-CagH] [myc-CagL]-Doppelmutante nachgewiesen 
werden, bei [M45-CagH] [myc-CagL] lag die präzipitierte CagL-Menge unterhalb der 
mittels Immunoblot nachweisbaren Grenze (Abbildung 4.2.1). Aus diesem Grund 
wurden die sich anschließenden Immunpräzipitationen nur noch mit den 
Bakterienstämmen P12 [HA-CagH] [myc-CagL] und RNP3 [HA-CagH] [myc-CagL] 
durchgeführt. Durch die Immunpräzipitation mittels der eingebrachten Epitop-Tags 
konnte der unspezifische Hintergrund des Immunoblots im Vergleich zu einer 
Immunpräzipitation mittels CagH-Antiserum deutlich verringert werden. Analog dazu 
wurden Mutanten ohne vorangegangene Fusion von Epitop-Tags verarbeitet, welche 
somit als Negativkontrolle dienten. Die Ergebnisse stützten die Hypothese, dass CagH, 






Abbildung 4.2.1: Identifizierung interagierender Proteine durch Immunpräzipitation. 
Zelllysate der dargestellten H. pylori-Mutanten wurden durch detergenzienhaltigen Puffer und Ultraschallbehandlung 
aufgeschlossen. Nachdem nicht-aufgeschlossene Bakterien durch Zentrifugation abgetrennt wurden, wurde aus dem 
Überstand CagH mittels des fusionierten HA- (A) bzw. M45-Tag (B) immunpräzipitiert. Eine Co-Präzipitation von 
CagI und CagL wurde mittels Immunoblot untersucht. 
 
4.2.2 Identifizierung interagierender Proteine durch tandem-affinity-purification 
Um den unspezifischen Hintergrund des Immunoblots noch weiter zu verringern wurde 
eine Präzipitation durchgeführt, die an das Vorgehen bei einer tandem-affinity-
purification angelehnte wurde. Lysate der generierten Doppelmutanten wurden 
nacheinander mit Antikörpern gegen die beiden eingebrachten Epitop-Tags inkubiert, 
unterbrochen von einem Elutionsschritt, bei welchem die präzipitierten Proteine wieder 
in Lösung gebracht wurden (siehe Kapitel 3.5.2). Dabei wurde in einem ersten Schritt 
CagH mittels des fusionierten HA- bzw. M45-Tag immunpräzipitiert. Anschließend 
wurde das an die Protein G Agarose gebundene CagH mit Hilfe von Glycin wieder 
eluiert, um dann erneut aus der so gewonnenen Suspension CagL mittels des 





SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Immunoblot analysiert. Es konnte eine 
Co-Präzipitation von CagH und CagI nachgewiesen werden. Bei dem Stamm P12 [HA-
CagH] [myc-CagL] war zusätzlich eine Co-Präzipitation von CagL nachweisbar. Bei 
den übrigen H. pylori-Mutanten lag die CagL-Menge unterhalb der Nachweisgrenze für 
den Western Blot. Eine deutliche Bande aller drei Proteine war nur bei dem 






Abbildung 4.2.2: Identifizierung interagierender Proteine durch tandem-affinity-purification 
Zelllysate der dargestellten H. pylori-Mutanten wurden durch detergenzienhaltigen Puffer und Ultraschallbehandlung 
aufgeschlossen. Nachdem nicht-aufgeschlossene Bakterien durch Zentrifugation abgetrennt wurden, wurde aus dem 
Überstand CagH mittels des fusionierten HA- (A) bzw. M45-Tag (B) immunpräzipitiert. Anschließend wurde das an 
die Protein G Agarose gebundene CagH mit Hilfe von Glycin wieder eluiert, um dann erneut aus der so gewonnenen 
Suspension CagL mittels des fusionierten myc-Tags zu immunpräzipitieren. Eine Co-Präzipitation von CagH, CagI 





4.2.3  Ort der Interaktion 
Nun sollten die im vorangegangenen Abschnitt etablierten Verfahren angewendet 
werden, um den Ort der Interaktion von CagH, CagI und CagL in der Bakterienzelle zu 
bestimmen. Dazu wurde nach Aufschluss der Zellen durch Ultraschallbehandlung eine 
Zellfraktionierung durch Ultrazentrifugation durchgeführt (siehe Kapitel 3.4.10). 
Hierbei wurden die löslichen Proteine, welche sich im Zyto- und Periplasma befinden, 
von den unlöslichen Proteinen, welche der inneren und äußeren Membran anhaften, 
separiert. Anschließend wurden die unlöslichen Proteine durch detergenzienhaltigen 
Puffer aus der Membran gelöst und das Proteinlysat einer weiteren Ultrazentrifugation 
unterzogen. Danach wurden beide Fraktionen mittels der mit CagH und CagL 
fusionierten Epitop-Tags durch tandem-affinity-purification präzipitiert. Im ersten 
Schritt wurde αHA-Antiserum zur Immunpräzipitation verwendet, im zweiten 
αmyc-Antiserum. Die Proben wurden anschließend durch SDS-PAGE aufgetrennt und 
durch Immunoblot analysiert. Als Kontrolle wurden die Bakterienlysate vor Aufschluss 
durch Ultraschall sowie die Startextrakte (SE) vor Zellfraktionierung durch 
Ultrazentrifugation verwendet. Diese wurden ebenfalls durch Immunoblot analysiert. 
Die Ergebnisse zeigen, dass CagH, CagI und CagL erfolgreich im Startextrakt der 
löslichen Fraktion nachgewiesen wurden (Abbildung 4.2.3). Außerdem wurde in dieser 
Fraktion eine Komplexbildung dieser drei Proteine nachgewiesen. Im Startextrakt der 
unlöslichen Fraktion wurden CagH und CagI nachgewiesen, jedoch nicht CagL. Es 







Abbildung 4.2.3: Lokalisation der Interaktion von CagH, CagI und CagL in der Bakterienzelle 
H. pylori-Mutanten wurden durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen und anschließend mittels 
Ultrazentrifugation in eine unlösliche Gesamtmembranfraktion, welche sowohl die innere als auch die äußere 
Membran enthält, sowie eine lösliche aus Zytoplasma und Periplasma bestehende Fraktion aufgeteilt. Die 
membrangebundenen Proteine wurden anschließend durch detergenzienhaltigen Puffer aus der unlöslichen Fraktion 
herausgelöst. Von beiden Fraktionen wurde ein Aliquot als Startextrakt (SE) abgenommen. Der Rest der Probe wurde 
jeweils einer tandem-affinity-purification unterzogen. Zuerst wurde CagH mittels des fusionierten HA-Tag 
immunpräzipitiert. Anschließend wurde das an die Protein G Agarose gebundene CagH mit Hilfe von Glycin wieder 
eluiert, um dann erneut aus der so gewonnenen Suspension CagL mittels des fusionierten myc-Tags zu 
immunpräzipitieren. Eine Co-Präzipitation von CagH, CagI und CagL in den unterschiedlichen Fraktionen wurde 
mittels Immunoblot untersucht. Detektierbare Proteinbanden der Startextrakte wurden mittels Stern (*) 









4.3 Nachweis funktioneller Domänen von CagH 
CagH, CagI und CagL sind essentielle Proteine zur Translokation des Effektorproteins 
CagA in die Wirtszelle. Ihre Genbereiche werden auf der cag-Pathogenitätsinsel in 
einem gemeinsamen Operon, und dort mit teils überlappendem Leseraster, kodiert. Da 
CagI und CagL eine N-terminale Signalsequenz aufweisen, werden sie vermutlich über 
die innere Membran in das Periplasma sezerniert, von wo aus sie anschließend 
vermutlich teilweise auf die Bakterienoberfläche transportiert werden (Kutter et al., 
2008; Pham et al., 2012; Shaffer et al., 2011). CagH hingegen enthält möglicherweise 
eine nahe dem N-Terminus lokalisierte Transmembran- (TM-) Domäne, über welche es 
in der inneren Membran verankert ist (Kutter et al., 2008). Es wurde prognostiziert, dass 
diese 23 Aminosäuren lang sei, Position 29 bis 51. Die ersten 28 Aminosäuren von 
CagH wurden im Zytoplasma vorhergesagt (Pham et al., 2012). Zur Eingrenzung 
essentieller Bereiche in Bezug auf die allgemeine Funktionsfähigkeit des T4SS, die 
Interaktion von CagH mit CagL sowie die Lokalisation von CagH in der Bakterienzelle, 
wurden H. pylori-Mutanten mit einer Reihe von definierten N-terminalen Deletionen an 
CagH generiert. Zusätzlich wurde der N-Terminus der Konstrukte jeweils mit einem 
myc-Tag fusioniert. 
4.3.1  Generierung von H. pylori-Mutanten mit einem mit CagH fusionierten 
myc-Tag  
Es wurden drei verschiedene CagH-Konstrukte mit einem myc-Tag fusioniert: myc-
cagH, myc-cagH∆26N, bei welchem die vorhergesagte TM-Domäne somit erhalten 
wurde, und myc-cagH∆52N, bei welchem die vorhergesagte TM-Domäne deletiert 
wurde. Die auf diese Art generierten Plasmide wurden anschließend in einen 
H. pylori∆cagH-Stamm transformiert, wo sie unter der Kontrolle des alpA-Promotors 
produziert wurden (Abbildung 4.3.1). Diese Mutanten produzierten somit ausschließlich 
das mit einem myc-Tag versehene, teilweise verkürzte, CagH-Protein. Parallel dazu 
wurden die myc-cagH-Konstrukte auch in einen Wildtyp H. pylori-Stamm 
transformiert, sodass die Mutanten neben den mit myc-Tag versehenen und teilweise 
N-terminal verkürzten cagH-DNA-Abschnitten auch immer noch die Bereiche 






Abbildung 4.3.1: Generierung von H. pylori-Mutanten mit einem mit CagH fusionierten myc-Tag 
Es wurden drei myc-cagH-Konstrukte generiert. Unter Verwendung der Primer WS638 und WS650 wurde der 
N-Terminus von CagH mit einem myc-Tag fusioniert. Unter Verwendung der Primer WS638 und WS791 wurde 
CagH N-terminal um 26 Aminosäuren verkürzt und mit einem myc-Tag fusioniert. Unter Verwendung der Primer 
WS638 und WS792 wurde CagH N-terminal um 52 Aminosäuren verkürzt und mit einem myc-Tag fusioniert. Die 
drei Konstrukte wurden anschließend sowohl in einen WT H. pylori-Stamm als auch in eine H. pylori∆cagH-Mutante 
transformiert, wo sie unter der Kontrolle des alpA-Promotors produziert wurden. 
 
4.3.2 Einfluss der Transmembran-Domäne und des N-terminalen Motivs auf die 
CagH-Produktion 
Die CagH-Produktion der in Kapitel 4.3.1 generierten Mutanten wurde durch 
Immunoblots über anti-myc und anti-CagH Antikörper nachgewiesen (Abbildung 
4.3.2). Die Ergebnisse zeigten, dass alle Mutanten myc-CagH exprimierten. Da die 
Fähigkeit zusätzlich unverändertes CagH zu produzieren bei Transformation des 
Konstrukts in den Wildtyp H. pylori-Stamm nicht beeinträchtigt sein sollte, wurde 
versucht, bei diesen durch Immunoblotting mit αCagH-Antiserum zwei separate 
CagH-Banden nachzuweisen (Abbildung 4.3.2 B). Dabei waren bei der [CagH] [myc-
CagH]-Mutante zwei Proteinbanden sichtbar, eine [CagH]-Bande bei 39 kD und eine 
zusätzliche, schwerere [myc-CagH]-Bande. Immunoblots der [CagH] [myc-CagH 





[myc-CagH ∆52N]-Bande. Bei Immunoblots der [CagH] [myc-CagH ∆26N]-Mutante 
mit αCagH-Antiserum konnte nur eine einzelne Bande auf Höhe von 39 kD 
nachgewiesen werden. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass [myc-CagH ∆26N] 
durch Deletion von 26 Aminosäuren vom N-Terminus aus und anschließender Fusion 
mit einem myc-Tag wieder eine fast identische Größe erreichte wie im 
Ausgangszustand und sich somit im Immunoblot mit der Wildtyp-CagH-Bande 
überlagerte. Die myc-cagH- sowie Wildtyp-cagH-Gene wurden bei den generierten 
Mutanten durch Sequenzierung überprüft (nicht abgebildet). Die Analyse durch 
Immunoblot zeigte, dass die myc-CagH-Proteine generell stärker produziert wurden als 
Wildtyp-CagH, insbesondere [myc-CagH] und [myc-CagH ∆52N]. Dies ist darauf 
zurückzuführen, dass das myc-cagH-Gen aufgrund der Integration in das Plasmid 
pHel12 in einer höheren Kopienzahl vorlag.  
 
Abbildung 4.3.2: CagH-Produktion nach Transformation von myc-cagH-Konstrukten in H. pylori 
(A) Ganzzell-Lysate der dargestellten H. pylori-Mutanten wurden mittels SDS-PAGE und darauffolgendem 
Immunoblot auf Produktion von CagH und myc-CagH analysiert. Im αCagH-Immunoblot wurde die 
[CagH]-Proteinbande mit einem Pfeil (◄) gekennzeichnet, die [myc-CagH]-Bande mit einem Stern (*). (B) 
Ganzzell-Lysate der dargestellten H. pylori-Mutanten wurden mittels SDS-PAGE und darauffolgendem Immunoblot 
auf Produktion von CagH und myc-CagH analysiert. Im αCagH-Immunoblot wurde die [myc-CagH]-Proteinbande 
mit einem Pfeil (◄) gekennzeichnet. Die weiter oben liegenden Banden stellen Kreuzreaktionen mit dem 
CagH-Antiserum dar. 
 
4.3.3 CagA-Translokationseffizienz von myc-CagH-Mutanten 
Infektionsexperimente von AGS-Zellen mit der [myc-CagH ∆26N]- bzw. der 





N-Terminus als auch durch zusätzliche Deletion der vorhergesagten 
Transmembran-Domäne die Fähigkeit zur Translokation von CagA in die Wirtszelle 
verloren ging. Infektionsexperimente von AGS-Zellen mit [myc-CagH]-Mutanten 
zeigten, dass eine Translokation von CagA stattfand, wenngleich diese im Vergleich 
zum Wildtyp jedoch reduziert war (Abbildung 4.3.3).  
 
 
Abbildung 4.3.3: CagA-Translokation (%) nach Transformation von myc-cagH-Konstrukten in einen 
∆cagH-H. pylori-Stamm 
In infizierten AGS-Zellen wurde die translozierte Menge des Effektorproteins CagA mittels TEM-1-Translokations-
Assay quantifiziert. Die CagA-Translokationseffizienz ist in Relation zum Wildtyp (RNP3) in Prozent angegeben. 
Die dargestellten Daten stellen den statistischen Mittelwert aus mindestens drei unabhängig voneinander 
durchgeführten Experimenten dar. 
 
Ziel war es nun herauszufinden, ob die CagA-Translokationskompetenz durch 
zusätzliche Produktion von Wildtyp-CagH erhalten bleiben würde. Das Ergebnis zeigt, 
dass die Fähigkeit zur Translokation von CagA in die Zielzelle lediglich bei der 
[CagH] [myc-CagH ∆52N]-Mutante erhalten blieb (Abbildung 4.3.4). Die 
Translokationseffizienz der [CagH] [myc-CagH]-Mutante lag nahezu unverändert bei 






Abbildung 4.3.4: CagA-Translokation (%) nach Transformation von myc-cagH-Konstrukten in einen Wildtyp 
H. pylori-Stamm 
In infizierten AGS-Zellen wurde die translozierte Menge des Effektorproteins CagA mittels TEM-1-Translokations-
Assay quantifiziert. Die CagA-Translokation ist in Relation zum Wildtyp (RNP3) in Prozent angegeben. Die 
dargestellten Daten stellen den statistischen Mittelwert aus mindestens drei unabhängig voneinander durchgeführten 
Experimenten dar. 
 
4.3.4 Einfluss des N-terminalen Motivs und der Transmembran-Domäne von 
CagH auf die Interaktion mit CagL 
Um einen möglichen Einfluss des N-terminalen Motivs und der 
Transmembran-Domäne von CagH auf die Interaktion mit CagL nachzuweisen, wurden 
Immunpräzipitationen durchgeführt (Abbildung 4.3.5). Dafür wurden Zelllysate der 
abgebildeten H. pylori-Mutanten durch einen detergenzienhaltigen Puffer und 
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen und anschließend CagH mittels des fusionierten 
myc-Tags immunpräzipitiert. Nicht-aufgeschlossene Bakterienzellen wurden durch 
Zentrifugation abgetrennt. Die Proben wurden anschließend durch SDS-PAGE 
aufgetrennt und durch Immunoblot analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass myc-CagH, 
CagI sowie CagL erfolgreich im Startextrakt der drei zu untersuchenden 
H. pylori-Mutanten nachgewiesen werden konnten. Des Weiteren wurde eine 





[CagH] [myc-CagH ∆26N]-Mutante nachgewiesen. Bei der [CagH] [myc-CagH ∆52N]-
Mutante erfolgte keine Interaktion von myc-CagH mit CagI und CagL. 
 
 
Abbildung 4.3.5: Identifizierung interagierender Proteine durch Immunpräzipitation 
Zelllysate der dargestellten H. pylori-Mutanten wurden durch detergenzienhaltigen Puffer und Ultraschallbehandlung 
aufgeschlossen. Nachdem nicht-aufgeschlossene Bakterien durch Zentrifugation abgetrennt wurden, wurde aus dem 
Überstand CagH mittels des fusionierten myc-Tags immunpräzipitiert. Eine Co-Präzipitation von CagI und CagL 
wurde mittels Immunoblot untersucht.  
 
4.3.5 Einfluss des N-terminalen Motivs und der Transmembran-Domäne von 
CagH auf dessen Verteilung in der Bakterienzelle 
Nun war das Ziel die H. pylori-Mutanten unter dem Konfokalmikroskop zu 
visualisieren. Dadurch sollte der Einfluss des N-terminalen Motivs und der 
Transmembran-Domäne von CagH auf dessen Expressionsmuster in der Bakterienzelle 
dargestellt werden (Abbildung 4.3.6). Dafür wurden die zu untersuchenden 
H. pylori-Mutanten mit αmyc-Antiserum markiert. Dieses wiederum wurde von einem 
Zweitantikörper, an den ein Farbstoff gekoppelt war, erkannt. Zur Markierung von 
myc-CagH wurde der grüne Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488 verwendet. Die 





intrazellulär befindlicher Proteine wurden die Bakterienstämme zusätzlich mit 
Triton X-100 permeabilisiert. Die Ergebnisse zeigen, dass in der Mutante 
RNP3 [CagH] [myc-CagH] erfolgreich fluoreszierende Foci auf der Bakterien-
oberfläche visualisiert wurden (Abbildung 4.3.6 A1, A2). In den H. pylori-Stämmen 
RNP3 [CagH] [myc-CagH ∆26N] und RNP3 [CagH] [myc-CagH ∆52N] war keine 
Visualisierung der verkürzten myc-CagH-Proteine auf der Bakterienoberfläche durch 
Immunfluoreszenz möglich (Abbildung 4.3.6 B1, C1). In beiden Stämmen konnte CagH 
jedoch durch Permeabilisierung der zu untersuchenden Mutanten im Bakterieninnern 
nachgewiesen werden (Abbildung 4.3.6 B2, C2). Als Negativkontrolle wurde ein 






Abbildung 4.3.6: Einfluss der Verkürzung von CagH auf dessen Verteilung in der Bakterienzelle 
Konfokalmikroskopische Aufnahmen nach Immunfluoreszenzfärbung der H. pylori-Mutanten RNP3 [CagH] [myc-
CagH] (A1, A2), RNP3 [CagH] [myc-CagH ∆26N] (B1, B2), RNP3 [CagH] [myc-CagH ∆52N] (C1, C2) sowie dem 
Wildtyp-Stamm RNP3 (D, E) als Negativkontrolle. Die Bakterien wurden durch Bindung von grünem 
Alexa Fluor® 488 an αmyc-CagH und Bindung von Alexa Fluor® 647 an αH. pylori (pink) markiert. Die Anfärbung 
der bakteriellen DNA geschah mit DAPI (blau). Zur Detektion auf der Bakterienoberfläche befindlicher Proteine 
wurden die Mutanten vor der Immunfluoreszenzfärbung nicht permeabilisiert (A1, B1, C1, D). Zur Detektion 








5.1 Die Rollen von CagH, CagI und CagL im Typ IV-Sekretionsapparat 
Um einen Einblick in den komplexen Aufbau des T4SS zu erlangen, wurden bereits 
verschiedene Methoden, darunter die Elektronenmikroskopie, Röntgenkristallographie 
und Kernspinresonanz eingesetzt. Ein Großteil der Erkenntnisse stammt dabei aus der 
Erforschung von Aufbau und Bildung des P-Typ-Pilus von A. tumefaciens, welcher 
durch die T-DNA des tumorinduzierenden (Ti-) Plasmids kodiert wird. Das 
Sekretionssystem von A. tumefaciens ist aus zwölf Proteinen aufgebaut (VirB1 bis 
VirB11 sowie VirD4) und wird als Prototyp der Typ IV-Sekretionssysteme angesehen 
(Christie, 1997). 
Die Pili von A. tumefaciens sind aus den zwei Proteinen VirB2 und VirB5 aufgebaut, 
wobei VirB2 den Hauptbestandteil darstellt (Aly & Baron, 2007; Eisenbrandt et al., 
1999; Fullner et al., 1996; Lai & Kado, 1998; Schmidt-Eisenlohr et al., 1999). Dabei 
wird VirB2 zuerst als sogenanntes Pro-Pilin produziert, welches mittels eines 
Signalpeptids über die innere Membran transportiert wird, anschließend am N-Terminus 
verkürzt und schließlich in zyklischen VirB2-Untereinheiten angeordnet wird 
(Eisenbrandt et al., 1999; Hospenthal et al., 2017; Lai et al., 2002).  
Auch TrbC, welches das VirB2-Ortholog des IncP-Pilus von E. coli darstellt, wird 
zunächst als Pro-Pilin produziert, nach einer N-terminalen Verkürzung, der eine 
zusätzliche C-terminale Verkürzung folgt, zyklisiert und schließlich als Pilusstruktur 
angeordnet (Eisenbrandt et al., 1999). Wegen prognostizierter Struktur- und 
Sequenzhomologien, wurde CagC als mögliches VirB2-Ortholog von H. pylori näher 
untersucht. Es konnte durch Immunfluoreszenz und elektronenmikroskopische 
Aufnahmen als Bestandteil multimerischer Strukturen auf der Bakterienoberfläche 
identifiziert werden. Durch Zellfraktionierung konnte es größtenteils in der 
Membranfraktion nachgewiesen werden (Andrzejewska et al., 2006). Obwohl CagC 





CagA in die Wirtszelle noch die Induktion von IL-8 stattfinden können, ein essentieller 
Bestandteil des cag-Systems von H. pylori ist, bleibt die Fähigkeit zur Pilusausbildung 
in einer ∆cagC-Mutante bestehen (Johnson et al., 2014). Die Klärung der Funktion von 
CagC sowie die Bestimmung eines VirB2-Orthologs in H. pylori stehen somit noch aus. 
VirB5 konnte durch Immunogold-Färbung an der Spitze des Pilus lokalisiert werden, 
was darauf hindeutet, dass es an der Etablierung eines Kontakts zur Wirtszelle beteiligt 
sein könnte (Aly & Baron, 2007). Außerdem hat es beim korrekten Einbau der 
VirB2-Proteine in den Pilus eine Funktion inne (Lai & Kado, 1998; Schmidt-Eisenlohr 
et al., 1999).  
Die Kristallstruktur von TraC, dem VirB5-Ortholog des E. coli-Plasmids pKM101, 
zeigt, dass das Protein aus drei gebündelt angeordneten α-Helices und einem 
kugelförmigen Anhang von vier kürzeren Helices aufgebaut ist (Yeo et al., 2003). TraC 
wurde ebenfalls an der Pilus-Spitze nachgewiesen (Hapfelmeier et al., 2000; Krall et al., 
2002). CagL, das VirB5-Ortholog des H. pylori-cag-Systems, ist ebenfalls an der Pilus-
Spitze lokalisiert und interagiert dort mit Integrinen der Wirtszelle (Backert et al., 2008; 
Kwok et al., 2007). Interessanterweise lässt die Kristallstrukturanalyse von CagL jedoch 
eine andere Faltung erkennen als bei TraC, obwohl die Gensequenzen mehrerer 
konservierter Motive deutliche Homologien zu anderen bekannten VirB5-Orthologen 
aufweisen (Backert et al., 2008; Barden et al., 2013; Barden et al., 2014; Bonsor et al., 
2015; Choi et al., 2015). 
Für CagH hingegen, ein weiteres essentielles Protein für die Translokation des 
Effektorproteins CagA, existieren keine Homologien zum VirB/D-System von 
A. tumefaciens oder zu jeglichen anderen bekannten Proteinen (Fischer, 2011). Bei 
Deletion des cagH-Gens findet eine Pilus-Produktion zwar noch statt, die Pili 
erscheinen jedoch nicht nur stark verlängert und verdickt, sondern sind auch nicht mehr 
funktionell, da die Translokation von CagA in die Wirtszelle und die Induktion von IL-8 
nicht mehr stattfinden. Außerdem konnte CagH, genau wie CagL, durch 
Elektronenmikroskopie und Durchflusszytometrie zumindest teilweise auf der 





CagL ist auch CagI essentiell für die Funktionalität des T4SS von H. pylori und nimmt 
eine bedeutende Rolle bei der Pilus-Bildung ein (Pham et al., 2012). Da die drei 
Proteine innerhalb der cag-Pathogenitätsinsel in einem gemeinsamen Operon organisiert 
sind und ein nahezu identisches C-terminales Motiv aufweisen, wird auch in Bezug auf 
die funktionelle Rolle der drei Proteine im T4SS ein Zusammenhang vermutet. Dass die 
C-terminalen Motive zur Funktion von CagH, CagI und CagL beitragen, konnte 
nachgewiesen werden. Ob es sich zum Beispiel um eine Bindungsstelle für einen 
gemeinsamen Interaktionspartner handeln könnte, ist allerdings noch nicht geklärt 
(Shaffer et al., 2011). 
 
5.2 Eignung verschiedener Tags zur Untersuchung von CagH, CagI und 
CagL 
Um die Lokalisation und die Interaktionspartner von CagH und CagL zu untersuchen, 
wurden die Proteine mit Tags fusioniert. Zunächst wurden erfolglose Anstrengungen 
unternommen, CagH und CagL mittels fusionierter Q-Tags zu visualisieren. Während 
die Generierung funktioneller H. pylori-Mutanten noch erfolgreich war, gelang die 
Visualisierung fluoreszierender Foci weder mittels Fluoreszenzmikroskopie noch durch 
elektrophoretische Auftrennung von Proteinlysaten (siehe Kapitel 4.1.3). Dieses 
Vorgehen basiert auf den Ergebnissen einer Studie, in der unterschiedliche Proteine, 
darunter CFP (cyan fluorescent protein) und EGFR (epidermal growth factor receptor), 
sowohl durch Immunoblot als auch mittels Immunfluoreszenz auf der Oberfläche von 
HeLa-Zellen erfolgreich markiert werden konnten (Lin & Ting, 2006). Dabei wurde das 
zu untersuchende Protein im Voraus mit einem sogenannten Q-Tag fusioniert. In der 
Studie wurden drei separate Q-Tags generiert. Diese waren aus sechs bis sieben 
Aminosäuren aufgebaute Peptide, darunter ein- bis dreimal hintereinander die 
Aminosäure Glutamin (PNPQLPF, PKPQQFM, GQQQLG). Diese diente als Substrat 
für das Enzym Transglutaminase, wodurch ein fluoreszenzmarkiertes Amin an die 
Seitenkette des Q-Tags ligiert und anschließend visualisiert werden konnte. In unserem 
Versuchsaufbau wurden an CagH bzw. CagL ein Q3-Tag (GQQQLG) fusioniert und 





Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC) fluoreszenzmarkiert (siehe Kapitel 3.4.5). Eine 
mögliche Hypothese dafür, dass keine spezifischen Fluoreszenzsignale detektiert 
werden konnten, könnte eine zu geringe Sequenzspezifität der gp-Transglutaminase für 
den Q-Tag sein. Diese bewirkte unter bestimmten Bedingungen bereits in der 2006 
durchgeführten Studie eine Markierung ungetaggter Proteine (Lin & Ting, 2006). Ein 
möglicher Ansatzpunkt für eine künftige Adaptierung des von uns hier durchgeführten 
Labeling-Protokolls könnte somit die Verwendung der Transglutaminase Faktor XIIIa 
sein, welche eine höhere Substratspezifität aufweist (Gorman & Folk, 1981; Lin & 
Ting, 2006). 
Der Vorteil des folgenden Versuchaufbaus lag darin, dass durch die Fusion der zu 
untersuchenden Proteine CagH und CagL mit einem Epitop-Tag bei der anschließenden 
Auswertung durch Immunoblot, Immunfluoreszenz oder Immunpräzipitation der un-
erwünschte und unspezifische Hintergrund im Vergleich zur Verwendung der 
üblicherweise vorhandenen Antikörper gegen die Proteine nahezu vollständig beseitigt 
wurde. Dadurch gelang es reproduzierbare Ergebnisse bei Untersuchungen zur 
Lokalisation und Interaktion von CagH, CagI und CagL sowie beim Nachweis 
funktioneller Domänen von CagH zu generieren (siehe Kapitel 4.1.4, 4.3.1). Die 
verwendeten Tags HA, M45 und myc haben nur eine geringe Größe, sodass sie mit der 
Funktion der Proteine nicht interferieren. Epitop-Tags haben sich schon früher als 
nützliche Hilfsmittel bei der Erforschung von H. pylori cag-Proteinen erwiesen. Shaffer 
et al. fusionierten einen FLAG-Tag an CagI sowie einen HA-Tag an CagH bzw. CagL. 
Dadurch gelang es ihnen durch Massenspektrometrie und Immunpräzipitation 
nachzuweisen, dass die drei Proteine einen Komplex bilden. Dieselben 
H. pylori-Mutanten verwendeten sie weiterhin zur Erforschung der Lokalisation der drei 
Proteine. Der Verdau der Bakterienoberfläche mit Proteinase K und Experimente zur 
Zellfraktionierung gaben Hinweise darauf, dass die Proteine zumindest teilweise auf der 
Oberfläche exponiert werden. Eine Visualisierung der Proteine mit fusioniertem 
Epitop-Tag auf der Bakterienoberfläche durch Immunogold-Färbung misslang jedoch 
(Shaffer et al., 2011). Im selben Zeitraum wurde eine weitere Studie durchgeführt, 





untersuchte (K. T. Pham und W. Fischer, unveröffentlicht). Dabei gelang es zwar CagI 
mit einem myc-Tag zu fusionieren, jedoch erwies sich die Mutante in 
Immunpräzipitationsexperimenten nicht als funktionell, da es zu unspezifischen 
Kreuzreaktionen des myc-Antikörpers kam. Bei anderen H. pylori-Proteinen waren die 
Fusion mit einem myc-Tag sowie der spezifische Nachweis des Tags mittels Antikörper 
allerdings erfolgreich (Hare et al., 2007; Jurik et al., 2010).  
 
5.3 Etablierung eines Protokolls zur Visualisierung von CagH und CagL 
auf der Oberfläche von H. pylori 
Untersuchungen dieser Arbeit zur Lokalisation von CagH und CagL geben in 
Zusammenschau der Ergebnisse Hinweise darauf, dass beide Proteine in mehreren 
Teilbereichen der H. pylori-Zellen exprimiert werden, sowohl auf der Oberfläche als 
auch im Innern (siehe Kapitel 4.1.5). Durch Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, 
dass beide Proteine zumindest teilweise auf der Bakterienoberfläche lokalisiert sind. 
Sowohl in permeabilisierten wie auch nicht-permeabilisierten Proben konnten die 
Fluoreszenzsignale in der Zellperipherie nachgewiesen werden, so wie es für 
membrangebundene Proteine zu erwarten wäre. Im Zentrum der Bakterienzellen konnte 
keine Fluoreszenz nachgewiesen werden. Lediglich devitale Bakterienzellen, in denen 
keine chromosomale DNA mehr nachgewiesen wurde und welche vermutlich lysiert 
waren, wurden in allen Bakterienkompartimenten mit Fluoreszenzfarbstoff angefärbt. 
Die überproportionale Stärke des Fluoreszenzsignals sowie das atypische 
Verteilungsmuster könnten auf eine vermehrte Ansammlung des Fluoreszenzfarbstoffes 
innerhalb der devitalen Bakterienzellen oder auf eine Kreuzreaktion des Antikörpers mit 
bakteriellen Abbauprodukten zurückzuführen sein. Diese Beobachtung erfolgte 
lediglich in vereinzelten Zellen von H. pylori. Dadurch konnte jedoch nachgewiesen 
werden, dass es dem an den Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikörper möglich war, 
in das Zellinnere der zuvor mit Triton X-100 permeabilisierten Bakterien einzutreten. 
Die Auswertung unserer Daten ließ die Vermutung zu, dass CagH und CagL an den 





jeweiligen Fluoreszenzsignale kam. An den Seiten der Bakterienzelle hingegen konnten 
die Proteine zwar stets in räumlicher Nähe, jedoch deutlich voneinander abgegrenzt 
nachgewiesen werden. Es war uns nicht möglich, durch Immunfluoreszenz und unter 
Verwendung dieser Bakterienstämme einen separaten intrabakteriellen Pool von CagH 
oder CagL nachzuweisen. Der Nachweis von CagH und CagL auf der 
Bakterienoberfläche in der hier vorgelegten Arbeit stimmt mit Ergebnissen aus anderen 
bereits publizierten Studien überein. In diesen wurde CagL durch 
elektronenmikroskopische Aufnahmen direkt an der Bakterienoberfläche nachgewiesen. 
Des Weiteren konnten durch funktionelle Studien eindeutige Hinweise erbracht werden, 
denen zufolge CagL nicht nur auf der Bakterienoberfläche, sondern an der 
Pilus-Struktur direkt beteiligt ist (Shaffer et al., 2011). Ein weiterer Hinweis für die 
Oberflächenexposition von CagL ist dessen Fähigkeit mit Integrinen zu interagieren 
(Backert et al., 2008; Kwok et al., 2007).  
Das sich in unseren Untersuchungen darstellende Verteilungsmuster von CagL auf der 
Oberfläche von H. pylori erinnert an die Ergebnisse zweier von Aguilar et al. 
publizierter Studien, in welchen durch Dekonvolution fluoreszenzmikroskopischer 
Aufnahmen ein dreidimensionales Bild erzeugt wurde und anschließend die 
Lokalisation struktureller Komponenten des T4SS von A  tumefaciens analysiert wurden 
(Aguilar et al., 2011; Aguilar et al., 2010). Es wurden GFP-Fusionsproteine sowohl von 
Substratproteinen als auch von direkten Komponenten des T4SS konstruiert. Darunter 
befand sich auch das CagL-Homolog VirB5. Die Daten ließen erkennen, dass die 
fluoreszenzmarkierten Fusionsproteine gleichermaßen an den Bakterienpolen, wie auch 
zusätzlich in einem helikalen, periodisch verteilten Muster um die 
Bakterienzirkumferenz lokalisiert sind. Es wurde nachgewiesen, dass stets multiple 
T4SS-Zentren exponiert werden. Da Komponenten des bakteriellen Zytoskeletts, wie 
zum Beispiel das Aktin-Homolog MreBH sowie die Proteine MinD, LytE, SecA und 
RNAseE, in ähnlicher helikaler Anordnung um die Bakterienzellen verteilt sind, könnte 
dies ein Hinweis dafür sein, dass solche tieferliegenden Gerüste als Leitstrukturen für 





(Campo et al., 2004; Carballido-Lopez et al., 2006; Shih et al., 2003; Shih & Rothfield, 
2006; Taghbalout & Rothfield, 2007). 
Über die Lokalisation von CagH in der Bakterienzelle ist hingegen bisher wenig 
bekannt. Durch Sequenzanalysen wurde eine mögliche Transmembran-Domäne 
identifiziert, über welche das Protein in der inneren Membran verankert wäre (Fischer, 
2011; Pham et al., 2012). Eine andere Studie konnte CagH jedoch durch 
Immunogold-Färbung auf der Bakterienoberfläche nachweisen (Shaffer et al., 2011). Es 
wurde vermutet, dass CagH ebenfalls direkt an dem Pilus lokalisiert sein könnte. Dieser 
Hypothese wurde bereits mittels Immunogold-Färbung und anschließender 
elektronenmikroskopischer Auswertung nachgegangen, jedoch ohne Erfolg (Shaffer et 
al., 2011). Durch Immunfluoreszenz-Färbung von CagH mittels des fusionierten 
Epitop-Tags, konnte das Protein jedoch in der hier vorgestellten Studie auf der 
Bakterienoberfläche lokalisiert werden.  
 
5.4 CagH, CagI und CagL bilden Komplexe in H. pylori 
Die enge Beziehung der drei Proteine konnte in dieser Arbeit durch tandem-
affinity-purification mittels fusionierter Epitop-Tags bestätigt werden. Unsere Daten 
stimmen in dieser Fragestellung somit mit bereits zuvor publizierten Ergebnissen 
überein. Im Vergleich zu bisherigen Versuchsansätzen, bei denen jeweils nur ein 
einzelnes Zielproteine präzipitiert wurde, teilweise mit direkt gegen dieses Protein 
gerichteten Antiseren, konnten wir durch unsere Vorgehensweise den unspezifischen 
Hintergrund bei der abschließenden Auswertung durch Immunoblot erfolgreich 
beseitigen und das Ergebnis damit spezifizieren (Kumar et al., 2013; Pham et al., 2012; 
Shaffer et al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass CagH, CagI und CagL miteinander 
interagieren und in H. pylori einen Komplex bilden (siehe Kapitel 4.2.2). Dieser nimmt 
vermutlich eine wichtige Rolle bei der Pilus-Bildung des T4SS ein. 
Um noch spezifischere Aussagen über die Komplexbildung und Lokalisation von CagH 
und CagL in der Bakterienzelle zu treffen, wurden mit Hilfe von Ultrazentrifugation 





nachgewiesen werden, dass die beiden Proteine in mehreren Bakterienkompartimenten 
exprimiert werden. Obwohl bereits zuvor durch tandem-affinity-purification gezeigt 
werden konnte, dass CagH und CagL zusammen mit CagI Komplexe bilden, sind die 
drei Proteine sehr unregelmäßig innerhalb der Bakterienzelle verteilt. Diese 
Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen bereits veröffentlichter Studien überein 
(Pham et al., 2012; Shaffer et al., 2011). CagH und CagI konnten bei den hier 
vorgestellten Untersuchungen zu gleichen Teilen in der löslichen sowie unlöslichen 
Fraktion nachgewiesen werden (Abbildung 4.2.3). Dies stimmt mit den zuvor in dieser 
Arbeit beschriebenen Ergebnissen überein, bei welchen CagH durch Immunfluoreszenz 
auf der Oberfläche von H. pylori nachgewiesen wurde. Ein CagH-Pool, der in der 
löslichen Fraktion vorliegt, widerspricht jedoch einer postulierten N-terminalen 
Transmembran-Domäne, durch welche das Protein in der Membran verankert wäre. 
Eine Erklärung hierfür könnte die Ausbildung von Komplexen, in denen sich 
hydrophobe Proteinbereiche gegenseitig maskieren, sein. 
In einer früheren Studie gelang es ebenfalls CagH und CagI, entgegen der Erwartung 
der Autoren, durch Zellfraktionierung nahezu ausschließlich in der unlöslichen Fraktion 
nachzuweisen. Sie sahen eine mögliche Erklärung dafür an dem verwendeten Puffer, 
welchem, genau wie beim hier zugrunde liegenden Versuchsaufbau, kein Detergenz 
zugesetzt wurde (Shaffer et al., 2011).  
CagL hingegen konnte in den hier vorgestellten Untersuchungen fast ausschließlich in 
der löslichen Fraktion nachgewiesen werden. Da das Protein, genau wie CagI, eine 
N-terminale Signalsequenz aufweist, handelt es sich hierbei vermutlich um das 
Periplasma. Da es jedoch gelang, das Protein durch Immunfluoreszenz auf der 
Bakterienoberfläche zu visualisieren und es auch durch andere Studien Hinweise für 
eine Oberflächenexponierung gibt, könnte auch eine unvollständige Extraktion von 
CagL aus der unlöslichen Fraktion durch Verwendung von Triton X-100, welches 
bevorzugt Proteine aus der inneren Zellmembran löst, zu einem verminderten Nachweis 
des Proteins in der unlöslichen Fraktion führen (Backert et al., 2008; Kwok et al., 2007; 
Pattis et al., 2007; Shaffer et al., 2011). Eine ähnliche Problematik wurde bereits bei 





proteolytischen Verdau der Bakterienoberfläche mit Proteinase K ansprach (Pham et al., 
2012). Ebenfalls denkbar wäre eine bereits durch Shaffer et al. postulierte Theorie, 
welcher zufolge die Bindung von CagL an die Bakterienoberfläche so schwach sei, dass 
sie bereits durch geringe thermische oder mechanische Manipulationen, wie zum 
Beispiel bei der Ultraschallbehandlung, artifiziell aufgehoben würde und CagL so in 
Lösung gebracht werden würde (Shaffer et al., 2011). Die in der hier vorliegenden 
Studie aufgeführten Daten zum Nachweis einer nicht auf der Bakterienoberfläche 
lokalisierten Ansammlung von CagL stimmen mit den Ergebnissen früherer Studien 
überein (Kutter et al., 2008; Rohde et al., 2003). Eine Komplexbildung der drei Proteine 
konnte ebenfalls ausschließlich in der löslichen Fraktion nachgewiesen werden. Ob 
CagH, CagI und CagL tatsächlich keine Komplexe in der unlöslichen Fraktion der 
Bakterienzelle bilden, oder ob bei der angewandten Methode die präzipitierte Menge 
von CagL unterhalb der Nachweisgrenze für einen Immunoblot lag und somit auch 
keine Komplexbildung nachweisbar war, sollte mit anderen Methoden weiter untersucht 
werden. Ein möglicher Grund für die variablen Ergebnisse zur Lokalisation der drei 
Proteine in der Bakterienzelle könnte eine insuffiziente Zellfraktionierung infolge der 
durchgeführten Ultrazentrifugation sein (siehe Kapitel 3.4.10). So ist es möglich, dass 
die für die hier vorgestellte Studie gewählten Parameter dazu führten, dass ein Teil der 
unlöslichen Fraktion noch nicht vollständig sedimentiert wurde, diese Proteine daher 
immer noch im Überstand in Lösung waren und somit bei der sich anschließenden 
Analyse der löslichen Fraktion zugeordnet wurden.  
 
5.5 Nachweis funktioneller Domänen von CagH 
CagH, CagI und CagL weisen ein gemeinsames C-terminales Sequenzmotiv von sechs 
Aminosäuren auf. Es konnte nachgewiesen werden, dass durch Deletion des cagL- bzw. 
cagI-Sequenzmotivs die Pilus-Produktion komplett ausbleibt und auch keine 
Translokation von CagA in die Wirtszelle stattfindet. Daher wurde vermutet, dass diese 
beiden Proteine Bauelemente der Pili seien. Bei Deletion des cagH-Sequenzmotivs 
hingegen konnte eine Pilus-Produktion immer noch nachgewiesen werden, diese 





verdickt. Daher wurde vermutet, dass das CagH-Protein eine Art Kontrollfunktion bei 
dem Zusammenbau des Pilus einnehmen könnte (Shaffer et al., 2011). Neuere 
Untersuchungen zur Funktionalität der Bakterienzelle geben jedoch Hinweise darauf, 
dass auch bei Deletion des cagH-Sequenzmotivs keine Translokation mehr von CagA in 
die Wirtszelle stattfindet (E. Weiss und W. Fischer, unveröffentlicht). Mithilfe von 
Funktions- und Sequenzanalysen konnten bereits wichtige Erkenntnisse über cagL 
gewonnen werden. Innerhalb des Gens konnte ein RGD-Motiv (Arg-Gly-Asp) 
identifiziert werden (Takagi, 2004). Es konnte nachgewiesen werden, dass durch dieses 
Motiv die Affinität zu Integrinen erhöht wird (Kwok et al., 2007). Einen Einfluss auf 
die Funktion des Typ IV-Sekretionssystems hat dieses Motiv jedoch nicht (Jimenez-
Soto et al., 2009). Welche funktionellen Domänen möglicherweise innerhalb von cagH 
existieren ist noch wenig erforscht. Es ist bisher z.B. noch nicht geklärt, mithilfe 
welcher Domänen CagH, CagI und CagL eine Bindung zueinander aufbauen oder, ob 
interne Sequenzen vorliegen, die nötig sind, um die Proteine in den Pilus einzubauen 
sowie auf der Oberfläche von H. pylori zu exponieren. 
Durch frühere Untersuchungen wurde in cagH eine Transmembran-Domäne 
prognostiziert, welche von Position 29 bis 51 vorhergesagt wurde. Die ersten 
28 Aminosäuren wurden im Zytoplasma vorhergesagt (Kutter et al., 2008). Durch 
Zellfraktionierung mittels Ultrazentrifugation und anschließender Auswertung durch 
Immunoblot konnten in der hier vorliegenden Studie bereits Daten erhoben werden, die 
dem Vorhandensein einer Transmembran-Domäne in cagH widersprechen (siehe 
Kapitel 5.3). Eine These für die Funktion dieses Genbereichs konnte durch dieses 
Vorgehen jedoch nicht aufgestellt werden. Daher wurden zur Charakterisierung 
funktioneller cagH-Domänen Mutanten mit definierten N-terminalen Deletionen und 
fusioniertem Epitop-Tag erzeugt (siehe Kapitel 4.3.1). 
Bei Fusion des N-terminalen Endes von CagH mit einem myc-Tag wurde die 
Translokationseffizienz von CagA in die Wirtszelle um ca. 55 % reduziert. Um 
herauszufinden, ob eine N-terminale Verkürzung von CagH mit bzw. ohne Deletion der 
prognostizierten Transmembran-Domäne einen Einfluss auf die Expression des Proteins 





wurden CagH-Mutanten mit N-terminalen Deletionen und fusioniertem 
myc-Epitop-Tag generiert. Die anschließende Analyse zeigte, dass sowohl eine Deletion 
von 26 Aminosäuren, wobei die prognostizierte Transmembran-Domäne bei dieser 
Mutante intakt blieb, als auch eine Deletion von 52 Aminosäuren, wobei die 
prognostizierte Transmembran-Domäne somit deletiert wurde, zum Verlust der 
Translokationsfähigkeit führten (Abbildung 4.3.3). Dadurch konnte nachgewiesen 
werden, dass der N-Terminus von CagH zu dessen Funktion beiträgt und essentiell für 
die Translokation von CagA in die Wirtszelle ist. 
Als nächster Schritt wurden Experimente zur Bestimmung der Translokationseffizienz 
von CagA mit myc-CagH-Mutanten mit definierten N-terminalen Deletionen 
durchgeführt, die zusätzlich Wildtyp-CagH produzierten. Unerwarteterweise wurde 
lediglich bei der Mutante RNP3 [CagH] [myc-CagH ∆52N] die Translokationseffizienz 
wieder auf 100 % hergestellt. Bei der Mutante RNP3 [CagH] [myc-CagH ∆26N] 
verblieb die Translokationseffizienz von CagA trotz zusätzlicher Produktion von 
Wildtyp-CagH bei 0 %. Bei der Mutante RNP3 [CagH] [myc-CagH] betrug die 
CagA-Translokationseffizienz 60 % (Abbildung 4.3.4). Im Anschluss wurden 
Immunpräzipitationen zur Untersuchung der Komplexbildung zwischen CagL und 
CagH mit N-terminalen Deletionen durchgeführt. In vorherigen Experimenten konnte 
bereits gezeigt werden, dass CagH, CagI und CagL miteinander interagieren und in 
Immunpräzipitationsexperimenten Komplexe bilden (siehe Kapitel 4.2). Es gelang 
nachzuweisen, dass in der H. pylori-Mutante RNP3 [CagH] [myc-CagH ∆52N] keine 
Interaktion zwischen myc-CagH ∆52N und CagL stattfand (Abbildung 4.3.5). Des 
Weiteren gelang es nachzuweisen, dass sowohl myc-CagH als auch myc-CagH ∆26N 
mit CagL interagieren und Komplexe bilden, obwohl diese zumindest im Falle von 
myc-CagH ∆26N nicht funktionell zu sein scheinen, da eine Translokation von CagA in 
die Zielzelle, wie oben beschrieben, ausblieb. Eine mögliche Erklärung für die in den 
hier vorgestellten Experimenten unterbliebene Translokation von CagA in die 
Wirtszelle bei Infektionsexperimenten mit RNP3 [CagH] [myc-CagH ∆26N], trotz einer 
erfolgreichen Interaktion mit CagL, könnte somit eine kompetitive Hemmung von CagL 





gehindert würde, seine Funktion erfolgreich auszuführen und somit die Translokation 
von CagA verhindert würde. Ähnliche Beobachtungen wurden auch mit rekombinant in 
E. coli produzierten verkürzten CagH- und CagL-Proteinen gemacht (L. Terradot, Lyon, 
persönliche Mitteilung). 
Als nächstes wurde der Fragestellung nachgegangen, ob der N-Terminus von CagH 
einen Einfluss auf die Lokalisation des Proteins in der Bakterienzelle hat. Durch 
Immunfluoreszenz-Färbung von CagH mittels des fusionierten Epitop-Tags konnten 
bereits Hinweise dafür gesammelt werden, dass das Protein teilweise auf der 
Bakterienoberfläche exponiert wird (siehe Kapitel 4.1.5). Des Weiteren ist es gelungen 
durch tandem-affinity-purification zwei separate CagH-Pools nachzuweisen, einen in 
der unlöslichen und einen in der löslichen Fraktion (siehe Kapitel 4.2.3). Um den 
Einfluss der N-terminalen Region und der prognostizierten Transmembran-Domäne auf 
die Lokalisation von CagH zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenz-Färbungen der 
CagH-Mutanten mit definierten N-terminalen Deletionen und fusioniertem 
myc-Epitop-Tag durchgeführt und anschließend unter dem Konfokalmikroskop 
analysiert (Abbildung 4.3.6). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass sowohl die 
alleinige Deletion der N-terminalen Region, als auch eine Deletion von weiteren 
26 Aminosäuren, wobei somit zusätzlich die prognostizierte Transmembran-Domäne 
deletiert wurde, zum Verlust der Exponierung von CagH auf der Bakterienoberfläche 
führten. In beiden Mutanten konnte durch Permeabilisierung der zu untersuchenden 
Bakterien das CagH-Protein im Bakterieninnern nachgewiesen werden. In 
Zusammenschau der Ergebnisse liefern die Daten der hier vorgestellten Studie somit 
Hinweise dafür, dass die 26 N-terminal gelegenen Aminosäuren von CagH für die 
Exponierung des Proteins auf der Oberfläche von H. pylori notwendig sind. Welche 
Rolle der N-Terminus bei diesem Prozess genau einnimmt und wie das Protein ohne 
vorhandene Signalsequenz auf die Bakterienoberfläche gelangt, gilt noch durch 
weiterführende Studien zu klären. Des Weiteren sind der funktionelle Stellenwert des 
N-Terminus von CagH für die Translokation von CagA in die Wirtszelle sowie dessen 
Einfluss auf die Bindung von CagH an seinen Interaktionspartner CagL Ansatzpunkte 
für weitere Untersuchungen.  




6 Fazit und Ausblick 
 
In der hier vorliegenden Studie wurden die auf der cag-Pathogenitätsinsel kodierten 
Proteine CagH und CagL sowie deren Interaktionspartner CagI erforscht, um weitere 
Einblicke in die komplexe Genese des Typ IV-Sekretionssystems von H. pylori und 
damit einhergehend der Translokation des Onkoproteins CagA in die Wirtszelle zu 
erlangen. Diese Arbeit stellt eine Methode bereit, CagH und CagL durch Einbringen 
von Epitop-Tags an geeigneten Stellen im Genom in der Bakterienzelle zu lokalisieren. 
Dabei konnte nachgewiesen werden, dass CagH und CagL unter anderem auf der 
Bakterienoberfläche exponiert werden, wo sie häufig in enger räumlicher Nähe 
zueinander zu finden sind. Es wurde ein interessantes Expressionsmuster von CagL 
entdeckt. Dieses wird gleichermaßen an den Bakterienpolen wie auch zusätzlich in 
einem periodisch verteilten, helikalen Muster um die Bakterienzirkumferenz exprimiert. 
Dies könnte ein Hinweis für eine zugrunde liegende Struktur sein, welche als 
Leitstruktur für die geordnete Expression der T4SS in H. pylori dient. Um weitere 
Erkenntnisse zu erlangen, wäre es wünschenswert, zusätzlich CagI mit einem 
Epitop-Tag zu fusionieren, um so die Lokalisierung von CagH, CagI und CagL in einer 
H. pylori-Mutante zu ermöglichen. Dies stellt einen Ansatzpunkt für neue Studien 
bereit. Des Weiteren waren Versuche, CagH und CagL in cag-induzierten 
Bakterienzellen, also sich in direktem Kontakt zu Magenepithelzellen befindenden 
Bakterien, zu lokalisieren, in welchen der Typ IV-Sekretionsapparat vollständig 
ausgebildet sein sollte, bisher nicht erfolgreich. Bei Untersuchungen zu der 
Komplexbildung zwischen CagH, CagI und CagL ist es gelungen, eine Interaktion der 
drei Proteine ausschließlich in der löslichen Fraktion der Bakterienzelle nachzuweisen. 
Die genaue Abfolge beim Zusammenbau des Komplexes muss jedoch noch im Detail 
geklärt und durch weitere Experimente erforscht werden. Die Erkenntnis, dass der 
N-Terminus von CagH eine Rolle bei der Exponierung des Proteins auf der 
Bakterienoberfläche, der Translokation von CagA in die Wirtszelle sowie der 
Interaktion mit CagL spielt, sind weitere wichtige Ergebnisse, die in dieser Studie 
erlangt wurden. Ob es sich hierbei um ein N-terminales Motiv handelt oder ob allein die 




Länge des N-Terminus dafür verantwortlich ist, dass CagH seine Funktionen bei der 
Genese des Typ IV-Sekretionsapparates erfüllen kann, muss durch weitere 
Untersuchungen erörtert werden. Dabei könnte der Einfluss der N-terminalen 
Verkürzung von CagH auf dessen Lokalisation sowie auf die Interaktion mit CagL 
weiter erforscht werden, indem H. pylori-Mutanten erzeugt würden, bei denen 
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